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Orientierende Untersuchungen iiber das kolloidchemische 
Verhalten typisch hydrophiler Phosphatidsole. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong und R. F. Westerkamp. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 28. Februar 1931.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 



















Da wir vermuteten, daB auch Komplexkoazervation des Typus 
EiweiB + Phosphatid realisierbar sei, standen wir vor der Aufgabe, 
typisch hydrophile Phosphatidsole darzustellen. In dieser Arbeit 
werden wir uns mit der Beantwortung dieser Frage befassen, und es 
soll darin das kolloidchemische Verhalten jener Sole besprochen werden, 
wahrend in der hierauf folgenden Arbeit die gleichzeitig mit denselben 
Einzelsolen angestellten Untersuchungen iiber Komplexkoazervation 
mitgeteilt werden sollen. 

Zunachst standen wir vor der Frage, ob wir unsere Untersuchungen 
auf chemisch reines Eilecithin (also von Kephalin befreit) beschrianken 
oder von verschiedenen im Handel vorliegenden ,,Lecithinarten“ aus- 
gehen sollten. 

Wir wahlten letzteres aus folgenden Griinden: 

1, Wenn reines Lecithin Komplexkoazervation mit Eiwei®kérpern 
geben wird, wird wegen der graBen Ahnlichkeit der Strukturformeln 
dasselbe ebenso fiir die hydrophilen Sole des Kephalins und wohl auch 
fir deren Gemische zu erwarten sein. 

2. Wenn Komplexkoazervation von dem genannten Typus in 
der Natur vorkommen wird, so ist zu erwarten, daB es sich eben dabei 
gerade um Kombinationen handelt, an denen Gemische beider Phos 
phatide teilnehmen. 

3. Weiter ist zu erwarten, dab auch andere Phosphatide, falls sie 
in negativ geladener, typisch hydrophiler Solform realisierbar sind, 
sich dem Verhalten der Eiphosphatide anschlieBen werden. Es handelt 
Biochemische Zeitschrift Band 234. 93 
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sich ja bei der Komplexkoazervation nicht um chemische Verbindungen 
der Komponenten, sondern lediglich um eine physikalisch-chemische 
Erscheinung, fiir deren Zustandekommen nur einige sehr allgemein 
gehaltene Bedingungen erfiillt sein miissen. Es war daher angebracht, 
auch Sojabohnenlecithinpraparate in die Untersuchung einzubeziehen. 

Dasselbe, was wir fiir die Komplexkoazervation sagten, kénnte 
man ebensogut fiir das kolloidchemische Verhalten der verschiedenen 
Phosphatidsole selbst erwarten, falls es gelingen wiirde, aus ihnen 
typisch hydrophile Sole zu bereiten. 

Es wird nun unten gezeigt werden, daB dies in der Tat der Fall 
ist. Die aus drei verschiedenen Eilecithinpraparaten und zwei ver- 
schiedenen Sojabohnenlecithinpriparaten erhaltenen Sole zeigen, 
obwohl natiirlich jedesmal andere Phosphatide oder Gemische von 
Phosphatiden vorliegen, qualitativ dasselbe Verhalten, sie unter- 
scheiden sich nur quantitativ voneinander. 

Fir das Gleichférmigwerden des Verhaltens der Sole ist zwar 
ein gewisser Reinheitsgrad (bei gewissen Praparaten war eine vorher- 
gehende Reinigung notwendig) Vorbedingung, es handelt sich dabei 
aber nicht um die Frage, ob ein Phosphatidindividuum oder ein Gemisch 
dieser vorliegt, sondern lediglich um verunreinigende Substanzen ganz 
anderer Art. Davon wird unten noch die Rede sein. 


2. Bereitung der Lecithinsole. 


Die Bereitung beruht auf folgender Grundlage: Lecithin wird kalt 
in Alkohol gelést, diese Lésung nach Filtrieren mit Wasser vermischt 
und der Alkohol durch Dialyse entfernt. 


Aus demselben Praéparat kann man mit dieser Methode aber sowohl! 
hydrophobe wie hydrophile Sole erhalten, je nach den weiteren Versuchs- 
bedingungen. Aus anderen Praparaten gelingt es tiberhaupt nicht, ein 
Sol zu bereiten (siehe Praparat von Kahlbaum). Die Bildung des hydro- 
philen Soltypus wird nun geférdert durch Arbeiten bei héherer Temperatur'’, 
durch die Anwendung von Isopropylalkohol statt Athylalkohol als Lésungs- 
mittel des Lecithins, durch niedrige Konzentration dieser alkoholischen 
Lecithinlésung und durch médglichst rasche Mischung mit dem Wasser. 
Um dieses zu erreichen, wurde die in Abb. 1 abgebildete Apparatur ver- 
wendet. Ein Behalter (1,5 Liter) aus Glas (Weckflasche) hangt in einem 
Deckel aus Holz, der eine gréBere mit Wasser gefiillte Pfanne ab- 
deckt. Diese wird mit einem Brenner auf 80° erhitzt. Durch ein anderes 
Loch des Deckels hangt ein Behalter, in dem sich die Lecithinlésung 
befindet. Die Réhre trigt am Ende eine angeschmolzene Kapillare. 
an die eine kegelférmige Spitze angeschliffen ist. Die Ausstrémungs6ffnung 
befindet sich bei Beginn des Versuchs ungefaéhr 1 em unter dem Wasser- 
meniskus und etwa 1 em von der Glaswand entfernt. Bei kraftigem Riihren 
erhalt man so eine sehr schnelle und durchgreifende Vermischung. Nachdem 


1 Keeser, diese Zeitschr. 154, 321, 1924. 
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das Wasser und die Lecithinlésung die gewiinschte Temperatur erreicht 
haben, wird der Riihrer angesetzt und mit einem Uberdruckbehilter (etwa 
20em Quecksilber) verbunden, dann wird die Lecithinlésung allmahlich 
mit dem Wasser gemischt (200 ccm erfordern ungefahr 10 bis 15 Minuten). 
Sobald die Mischung fertig ist, wird das Sol abgekiihlt und in einem Stern- 
dialysator dialysiert. Wahrend Athylalkohol ziemlich rasch entfernt wird 
(etwa in 24 Stunden), erfordert die Entfernung von Isopropylalkohol 
bedeutend langere Zeit (etwa viermal 24 Stunden). 
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Abb. 1. 
Apparat zur Herstellung der Lecithinsole. Erklirungen im Text. 


Zur Erreichung eines giinstigen Ergebnisses war die befolgte 
Methode nicht immer ausreichend, und das Lecithinpriparat bedurfte 
dann zuerst einer vorhergehenden Reinigung (mehrmals wiederholtes 
Auflésen in Ather und Niederschlagen in Aceton), wobei ohne Zweifel 
verunreinigende organische Stoffe beseitigt werden, die, in kleinerer 
Menge vorhanden, das kolloidchemische Verhalten des Lecithins in 
hohem MaBe beeinflussen kénnen. 


Dies gilt u. a. von dem Kahlbaumschen Praparat. Es ist bemerkens- 
wert, wie bereits eine einmalige Umfallung mit Ather und Aceton 
das Verhalten dieses Praiparats vollstindig andert. Diese Umfallung 
verandert ebenfalls vollstandig das kolloidchemische Verhalten der 
aus einem Praparat von Riedel bereiteten Sole. Obwohl hierbei die 
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Bereitung von wasserklaren Solen nicht die geringste Schwierigkeit 
bietet, haben diese die Eigenschaft, nach Zusatz von Elektrolyten 
(Calciumchlorid) bei 40° zu koazervieren. Nach Umfallung mit Ather 
und Aceton ist dieser relativ hydrophobe Charakter verschwunden. 
Lést man aber etwas Olsaure oder Triolein in der alkoholischen Lésung 
dieses gereinigten Praiparats auf, so kann man damit (wenn nicht 
zuviel Olsdure oder Triolein zugefiigt wurde) wieder klare (héchstens 
etwas opalisierende) Sole erhalten, die wieder von neuem mit Elektro. 
lyten koazervieren. Wir fanden, da nicht nur Triolein und Olsiure. 
sondern eine groBbe Anzahl organischer Stoffe, die systematisch zu sehr 
verschiedenen K6rperklassen gehéren, ebenfalls diese Umstellung von 
typisch hydrophil zu relativ hydrophob zustande bringen kénnen!. 
Dies gilt nicht nur fiir das genannte Pflanzenlecithinpraparat, sondern 
fiir alle untersuchten Lecithinarten. Ihre Anwesenheit in gréBerem 
oder kleinerem Mae als Verunreinigung (gegebenenfalls durch Ranzig- 
werden aus dem Lecithin selbst entstanden) erteilt auch den ver- 
schiedenen Handelslecithinen ihr zum Teil sehr auseinandergehendes 
Verhalten*. Auch kommt es vor, daB zwei Sendungen von derselben 
Lecithinart sich gegeneinander hinsichtlich der Soleigenschaften voll. 
stindig anders verhalten. Das war der Fall mit Lecithinum purum 
(Pflanzenlecithin) von Riedel, von dem eine Sendung koazervierende 
Sole, die. andere nicht koazervierende, aber gegeniiber Elektrolyten 
stabile Sole lieferte. 


3. Die verwendeten Lecithinpriparate und Ubersicht iiber die dargestellten 
Sole. 


Wir gingen von den folgenden Handelspraparaten aus: 

A. Lecithinum purum Riedel mit dem besonderen Zusatz auf den 
Etiketten ,,Pflanzenlecithin®’ (30 PA 10753). 

B. Lecithinum purum Riedel, ohne diesen Zusatz (9 11076). 

Auf Nachfrage teilte J.D. Riedel-E.de Haén A.-G. mit, daB beides 
Sojabohnenlecithin sei, das unter ausschlieBlicher Anwendung von Lésungs- 
mitteln isoliert wird, und da’ eine Reinigung iiber die Cadmiumchlorid- 
Doppelverbindung nicht vorgenommen wird. A. lieferte die oben be- 
schriebenen mit Calciumchlorid nicht koazervierenden, B. die damit 
koazervierenden Sole. 

C. Lecithinum ex ovo, purissimum LE. Merck (5331 306568). In 
Erwiderung unserer Anfrage teilte E. Merck mit, daB es aus Hiihner- 
eigelb hergestellt wird, durch Extraktion mit Lésungsmitteln. 


1 Wir hoffen auf diese héchst wichtige Eigenschaft der Lecithine 
in einer besonderen Veréffentlichung spater zuriickzukommen. 

2? Vermutlich beruhen die obigen fiir die Solbereitung  giinstigen 
Faktoren teilweise auf Vermeidung von Komplikationen (z. B. von Ent- 
mischungsvorgangen) durch kleine Mengen dieser Verunreinigung bei der 
Mischung der alkoholischen Lecithinlésungen mit Wasser. 
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D. Lecithine pure von Poulenc (325 9). 

E. Lecithin aus Eigelb. Schering-Kahlbaum A.-G. (0224L). Es wird 
angeblich mit Hilfe des Cadmiumchloridverfahrens bereitet und soll nur 
wenig Kephalin enthalten'. 


Die fiir die vorliegende Untersuchung benétigten einzelnen Sole 
wurden wie folgt bereitet : 


Sol 1. 10g A wurde. bei Zimmertemperatur mit 100 ccm Athylalkohol 
geschiittelt und zu dem Filtrat bei 40° 400 ccm destilliertes Wasser zugesetzt 
(also nicht mit der Maschine geschiittelt). Die klare Mischung wurde 
24 Stunden bei Zimmertemperatur dialysiert. Nach Ablauf der Dialyse 
betrug die Konzentration 1,40%. 

Sol 2 wurde auf dieselbe Weise wie Sol 1 bereitet, nur wurde die Dauer 
der Dialyse auf 42 Stunden verlangert. Endkonzentration 1,24°,. 

Sol 3. 20g A, kalt in 200 cem Athylalkohol gelést und filtriert, wurden 
bei 40° mit der Maschine eingeriihrt in 800 ccm destilliertes Wasser. 
Dialyse 48 Stunden im Eisschrank bei etwa 5°. Endkonzentration 1,43°%,. 
Es entstand ein so klares Sol, daB8 der mit kleinen Buchstaben gedruckte 
Text der voiliegenden Zeitschrift noch ganz deutlich durch eine 10 cm 
dicke Schicht hindurch gelesen werden konnte. 

Sol 4 wurde auf dieselbe Weise bereitet wie Sol 3. Dialyse jedoch 
60 Stunden. Klares Sol, Endkonzentration 1,14°%,. 

Sol 5. 22g B wurden in 100ccm Ather gelést und mit 500cem Aceton 
gefallt, die Fallung mit 250 ccm Aceton nachgewaschen, von neuem in 
100 cem Ather gelést, mit 400 cem Aceton niedergeschlagen und mit 200 cem 
Aceton nachgewaschen. Der Niederschlag wurde nun in 50 ccm Ather 
gelést, mit 200 cem Aceton gefallt und mit 100 cem Aceton nachgewaschen. 
Diese letzte Umfallung wird nochmals wiederholt, darauf im Vakuum bei 
80° die anhaftenden Mengen Aceton und Ather (etwa 20 Minuten Wasser- 
strahlpumpe) praktisch beseitigt. Ausbeute 8,05 g. 

Dieses umgefallte Lecithin wurde in 160 cem Isopropylalkohol bei etwa 
50° gelést, auf Zimmertemperatur abgekiihlt, wobei sich eine gewisse Menge 
Lecithin am Glase absetzte, und kalt filtriert. Dies Filtrat, das etwas triibe 
war, wurde aber bei 50° vollkommen klar. Solbereitung bei 50°, Einriihren 
des Filtrats in 640 ccm destilliertes Wasser mit der Maschine. Dialyse 
4Tage bei 6°. Endkonzentration 0,58%. Etwas opalisierendes’ Sol, das 
jedoch, was die Durchsichtigkeit betrifft, noch sehr gut ist (10 em dicke 
Schicht verhindert die Lesbarkeit des in kleinen Buchstaben gedruckten 
Textes der vorliegenden Zeitschrift in keiner Weise). 

Nach einigen Tagen entstand eine leichte Triibung, die abzentrifugiert 
werden konnte. : 

Sol 6. Auf dieselbe Weise bereitet wie Sol 5. Endkonzentration 0,52%,. 

Sol 7. 10g C, kalt aufgelést in 200 cem Isopropylalkohol und darauf 
filtriert, wurden bei etwa 70° mit der Maschine in 800 ccm destilliertes 
Wasser eingeriihrt. Darauf folgte 4 Tage Dialyse bei 6°. Endkonzentration 
0.88%. Verglichen mit den Pflanzenlecithinsolen sind die Eilecithinsole 
weniger durchsichtig und stérker opalisierend. Die Durchsichtigkeit ist 
jedoch in einer Schichtdicke von etwa 2cm noch gut. Mikroskopisch sind 
keine Teilchen wahrzunehmen. 


1 H.u.J.S. Maclean, Lecithin and allied Substances. Second Edition. 
8.18. London, Longmans, Green & Co. Ltd., 1927. 
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Sol 8. 15g D, kalt in 185 ccm Isopropylalkohol gelést und filtriert 
wurden nach Zusatz von 18 ccm (0,1 N Natronlauge bei 80° mit der Maschine 
in 800 cem destilliertes Wasser eingeriihrt und darauf 4 Tage bei 7 
dialysiert. Endkonzentration 1,17°%,. px dieses Sols nach Dialyse = 4,92. 

Sol 9. 20,9g E, gelést in 80cem Ather, wurden niedergeschlagen 
mit 250 eem Aceton und nachgewaschen mit 125 cem Aceton. Die Fallung 
wurde in 80 ccm Ather gelést, niedergeschlagen mit 200 cem Aceton und 
nachgewaschen mit 100 cem Aceton. Diese letzte Umfallung wurde noch. 
mals wiederholt und danach im Vakuum der Wasserstrahlpumpe praktisc) 
alles Aceton und aller Ather bei 80° entfernt. Ausbeute 10,5g. Diese Menge. 
gelést in 200 ccm Isopropylalkohol, wurde bei 80° mit der Maschine in 
800 ccm destilliertes Wasser eingeriihrt und darauf 4 Tage bei 6° dialysiert. 
Endkonzentration 1,06%. 

Die dialysierten Sole wurden im Eisschrank bei etwa 2° aufbewahrt 
und nur wéhrend der ersten 7 bis 10 Tage nach Beendigung der Dialyse 
fiir Versuchsserien verwendet. 


4. Verhalten der Lecithinsole gegeniiber Elektrolyten. 


Die von uns erhaltenen Sole flockten mit Salzsiure oder mit 
neutralen Salzen (Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Lithiumchlorid, 
Calciumchlorid, Bariumchlorid, Strontiumchlorid, Magnesiumchlorid) 
in nicht zu groBer Konzentration nicht aus. Sie sind typisch hydrophil. 
besonders im Gebiet der Salzkonzentrationen, bei denen die kapillarelek- 
trische Ladung fortgenommen wird, halt die Hydratation die Solteilchen 
noch stabil. Diese sind zwar durch einige Elektrolyte in sehr hohen 
Konzentrationen auszusalzen (wobei das Salz aber auch desolvatierend 
wirkt). Hinsichtlich der héher geladenen Kationen gilt, daB die Sole 
nur mit Hexolsalz! in kleinen Konzentrationen eine Flockenzone zeigen 
Hierbei werden die Teilchen umgeladen. Da diese Umladung mit 
Ausflockung gepaart geht, ist indes nicht dem eventuell hydrophoben 
Charakter der Lecithinteilchen, sondern dem eigenartigen Entladungs- 
mechanismus mit diesem Ion zuzuschreiben, wobei als sekundare 
Erscheinung gleichzeitig Desolvation auftritt. Man trifft namlich 
diese Ausflockung mit Hexolsalz ebenfalls bei verschiedenen der anderen 
typisch hydrophilen Sole an, z. B. bei Gummi arabicum’. 

Das Verhalten hinsichtlich des Platinsalzes* wurde nur bei den 
Solen 1 und 2 untersucht. Auch mit diesen ist ein Ausflockungsgebict. 
dem eine Umladung folgt, festzustellen. 

Gegeniiber dem Luteokobaltchlorid wurden alle Sole untersucht. 
Bei dem Eilecithin (Sole 7, 8 und 9) findet hiermit keine Ausflockung 


1 Hexolsalz: Abkiirzung fiir [Co {(OH),Co (en),},] (NOs). 

2 Diese eigentiimlichen Erscheinungen werden alsbald in dieser Zeit- 
schrift veréffentlicht werden unter den Titeln: ,,Uber Aquivalententladung 
und Umladung bei hydrophilen Solen‘‘ und ,,Uber Autokomplexkoazer- 
vation”. 

3 Platinsalz: Abkiirzung fiir [Pt (en),] (NO,),. 
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statt, wohl aber bei den Solen 1 und 2, bei denen bei héheren Kon- 
zentrationen Wiederumladung stattfindet. 


Bei den Solen 3, 4 und 5 (zu deren Bereitung im Gegensatz zu den 
Solen 1 und 2 die in Abb. 1 abgebildete Apparatur verwendet wurde) 
sind nur sehr schwache Andeutungen einer Ausflockung mit Luteo- 
kobaltchlorid vorhanden. Alle diese Ausflockungen gehéren, was ihr 
Wesen betrifft, zu demselben Typus, zu dem das Hexolsalz gehért, 
und sind keine Anzeichen fiir die hydrophobe oder nichthydrophobe 
Beschaffenheit des urspriinglichen Teilchens. Wir kénnen darauf hier 
nicht naher eingehen. 


5. Verhalten der mit Resorcin desolvatierten Lecithinsole Neutralsalzen 
gegeniiber. 


Die Lecithinteilchen werden durch eine ganze Reihe von Nicht- 
elektrolyten aus den verschiedenartigsten Stoffklassen der organischen 
Chemie so weit desolvatiert, daB sie mit Neutralsalzen nun ausflocken. 
Wir wahlen fiir eine vergleichende Untersuchung hier zwei Nicht- 
elektrolyte: Resorcin und Athylalkohol (vgl. Abschnitt 6). 


Es wurden Flockungsversuche in der Weise angesetzt, daB wir zu 
leem Lecithinsol 4cem Neutralsalzlésungen von wechselnden Konzen- 
trationen und darauf 5cem 10°,ige Resorcinlésung fiigten. 10 Minuten 
nach der Mischung wurden die entstandenen Opaleszenzen oder Triibungen 
bei durchfallendem Licht mit einer Verdiinnungsreihe einer Kolophonium- 
suspension verglichen. Diese wurde in der Weise bereitet, daB in dem be- 
schriebenen Apparat zur Bereitung der Lecithinsole bei Zimmertemperatur 
35 cem einer 2°,igen Kolophoniumlésung in Athylalkohol mit der Maschine 
in 600 ecm '/,°,iges Gummi arabicum-Sol eingeriihrt wurden. 


Nachdem wir die Méglichkeit erhalten hatten, den von Moll an- 
gegebenen Apparat! zur Messung der Lichtabsorption mit Hilfe von zwei 
gegeneinander geschalteten Thermoséulen zu benutzen, haben wir diese 
mehr subjektive Beurteilung fiir die Sole 5 und 6 verlassen. Es wurde dann 
die Lichtabsorption in °/, des einfallenden Lichtes durch eine Schicht 
von 10 mm Dicke, nach Vorschaltung einer Kiivette von 20mm Dicke, 
gefiillt mit gesattigter Alaunlésung, gemessen. Es war aber nétig, die 
oben hierzu angegebenen Volumina zu verdoppeln, um die Kiivette 
geniigend fiillen zu kénnen.* 


Der Kiirze halber wollen wir das ausfiihrliche Zahlenmaterial 
nur in einer Anzah] von graphischen Darstellungen (Abb. 2) wieder- 
geben, in denen der Durchsichtigkeitsgrad bzw. die Lichtabsorption 
in % als Ordinaten, die Logarithmen der Neutralsalzendkonzen- 
trationen als Abszissen abgesetzt sind. 


' Vgl. Strauss, Centralbl. f. Bakteriologie, Parasitenkunde und In- 
fektionskrankheiten, I. Abt., Originalband 115, 1930. Der Apparat wird 
von P. J. Kipp en Zonen, Delft (Holland), angefertigt. 
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Abb. 2. 


Ausflockung der mit Resorcin desolvatierten Lecithinsole mit Neutralsalzen. Die fiinf Teil- 
figuren sind in der Reihenfolge von abnehmender Elektrolyt-Empfindlichkeit untereinander- 
gestellt. 


0 


Ordinaten: Skalenwerte der Durchsichtigkeit (vgl. Text) bzw. Lichtabsorption in ° 
Abszissen: Logarithmen der Neutralsalzendkonzentrationen in Aquivalenten. 
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Was die Skala der subjektiv beurteilten Durchsichtigkeitsgrade be- 
trifft, bezeichneten wie die oben beschriebene Kolophoniumsuspension 
mit 1. Hiervon wurden die Verdiinnungen 0,9, 0,8 usw. zu 0,1 und weiter 
0,08, 0,06, 0,04 und 0,02 hergestellt. In vielen Fallen war dieser Vergleich 
nicht gut médglich, weil die Lecithinmischungen triibe oder halbtriibe 
wurden. Die Bezeichnungen triibe und halbtriibe werden iiber den noch 
vergleichbaren Durchsichtigkeiten auf einem willkiirlichen Niveau angegeben. 

Wie aus den Kurven hervorgeht, gilt fiir die Ausflockung des mit 
Resorcin desolvatierten Lecithinsols die Regel von Schulze-Hardy. 
Je héher die Valenz des entladenden Ions ist (also des Kations, die 
Lecithinteilchen sind negativ geladen), bei um so kleinerer Konzentration 
flockt das Neutralsalz aus. Beim Sol 8 wurde iiberdies die Flockung 
mit Kaliumsulfat und Kaliumferricyanid bestimmt. Wie aus der 
Abbildung ersichtlich ist, liegen die Flockungskonzentrationen in 
derselben GréBenordnung wie fiir Kaliumchlorid, d. h. kapillarelektrisch 
ist die Valenz des Anions von nur untergeordneter Bedeutung. Der 
geringe Unterschied untereinander diirfte vielleicht lyotropen Ein- 
fliissen zuzuschreiben sein. Was das Verhalten des Hexolsalzes betrifft, 
so ist eine mehr oder weniger deutliche Flockungszone erhalten ge- 
blieben, obwohl lange nicht mehr so auffallend wie in rein wasserigem 
Milieu. Tabelle I gibt eine Ubersicht der etwa erforderlichen End- 
konzentration zur Erzielung der maximalen Flockung. 


Tabelle I. 


Neutralsalzendkonzentrationen in Milliaquivalenten, bei denen die Flockung 
der mit Resorcin desolvatierten Sole maximal wurde. 





| Kalium- | Natrium-| Barium- | Luteo- | Hexol- 


Typus Sol chlorid chlorid chlorid salz salz 

{ Nr.9 (Kahlbaum) || 35 — 3 0,4 0,05 

Kilecithin }| Nr.8 (Poulenc) 80 | 3 3 0,3 _ 
| Nr.7 (Merck) 52,5 = 5 035 | — 
Sojabohnen- Nr.4 (Riedel A) ~~ 140 12 0,7 0,3 
lecithin mee ( _y Bia — 530 30 0,8 0,3 


6. Verhalten der mit Athylalkohol desolvatierten Lecithinsole Neutralsalzen 
gegeniiber. 

Obwohl Lecithin in Athylalkohol léslich ist (vielleicht molekular 
gelést), gibt es ein bestimmtes Gebiet der Mischungsverhiltnisse 
Alkohol: Wasser, in dem die Lecithinteilchen desolvatiert werden; 
infolge dieses Vorganges flocken jene desolvatierten Sole bei Zusatz 
von Neutralsalzen aus. Es wurden Flockungsreihen der folgenden 
Zusammensetzung angesetzt : 


leem Lecithinsol wurde mit 4ccm Elektrolytlésung wechselnder 
Konzentration vermischt und zuletzt 5ccm Athylalkohol hinzugefiigt. 
Beurteilung nach 10 Minuten mit derselben schon beschriebenen Durch- 
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Abb. 3. 


Ausflockung der mit Athylalkohol desolvatierten Lecithinsole mit Neuttalsalzen. Die Reihe 
folge der Teilfiguren ist dieselbe wie in Abb. 2. 
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sichtigkeitsskala oder mit dem Apparat von Moll (wobei wieder die Volumina 
doppelt so groB genommen wurden). Die Resultate sind in Abb. 3 wieder- 
gegeben. 

Tabelle Il gibt eine Ubersicht der etwa erforderlichen Endkonzen- 
tration zur Erzielung der maximalen Flockung. 


Tabell, II. 


Neutralsalzendkonzentrationen in Milliaquivalenten, bei denen die Flockung 
der mit Alkohol desolvatierten Sole maximal wurde. 





Typ so Rattan | Nasri | Barinm- | Tateo- | Hepa 
| Nr. 9 (Kahlbaum) 8 — 0,3 0,05 0,08 
Kilecithin Nr.8 (Poulenc) 15 — 0,3 0,07 — 
| Nr.7 (Merck) 45 a os | 008 | — 
Sojabohnen- {, Nr.4 (Riedel A) — 50 1,3 0,2 0,25 
lecithin || Nr.5 ( , ~~ B) -- 50 2 0,2 0,14(?) 


Es ist aus Abb. 3 ersichtlich, daB die Regel von Schulze-Hardy 
in bezug auf die ein- und zweiwertigen Kationen und die Gruppe 
der drei- und sechswertigen Kationen zusammen gilt. 


Mit anderen Worten: Die drei- und sechswertigen Kationen folgen, 
miteinander verglichen, nicht mehr der Regel von Schulze-Hardy, 
sondern wirken bei gleichen Konzentrationen etwa gleich stark. 


Wahrend aus dem Verlauf der Kurven fiir die mit Resorcin de- 
solvatierten Sole keine Anzeichen fiir eine Umladung vorhanden sind 
ist das hier regelmaBig der Fall: Das Hexolsalz lidt mit Alkohol desol- 
vatiertes Sol um, ebenso das Luteokobaltchlorid, jedoch treten 
neuerdings stabile Solen erst bei gréBeren Konzentrationen auf. 


7. Vergleich der Elektrolytempfindlichkeit von mit Resorein und mit Alkohol 
desolvatierten Lecithinsolen. 

Bei Vergleich der Kurven von Abb. 2 mit denen von Abb. 3 und 
von Tabelle I mit Tabelle II zeigt sich, daB die Elektrolytempfindlichkeit 
der mit Alkohol desolvatierten Sole merklich gréBer ist als bei den mit 
Resorcin desolvatierten Solen. Dies kann daran liegen, daB der de- 
solvatierte Zustand bei den willkirlich gewahlten Arbeitsweisen im 
ersten Falle gréBer ist, aber es kénnen noch viele andere Faktoren 
mit im Spiele sein (Dielektrizitatskonstante usw.). Jene betrachtliche 
Verschiebung gilt jedoch hauptsachlich von den Kationen, welche ihre 
Wirksamkeit nach der Regel von Schulze-Hardy zeigen. 


Dagegen liegen die Mitten der Ausflockungsgebiete fiir das Hexol- 
salz im Alkohol- und Resorcinmilieu etwa in derselben GréSenordnung 
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Abb. 4. 


Gegenseitiger Vergleich der Lecithinausflockung durch Hexolsalz in wisseriger Lisung (A), i! 
2°/oigem Resorcin (B), in 5°/iger Resorcinlésung (C), in 50 Vol.-°/,igem Athylalkohol (1)), 


und durch Luteokobaltchlorid in 50 Vol.-°/,igem Alkohol (E). 
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der Konzentration, wo auch schon das Flockungsgebiet in rein wasseriger 
Lésung liegt. Daran schlieBt sich auch das Verhalten des Luteokobalt- 
chlorids in alkoholhaltigem Milieu an (siehe Abb. 4). 


Es ist dies gewiB ein Zeichen dafiir, daB die genannte Ausflockung 
ihrem Mechanismus nach anderer Art ist, insofern, als die Elektrolyt- 
empfindlichkeit hier nicht in erster Linie nur von dem desolvatierenden 
EinfluB des Milieus abhaingt, sondern, daB Desolvation und Entladung 
hier eng miteinander verkniipft sind!. Es ist iiberdies der desolvatierende 
EinfluB des Milieus in B, C, D (und E) daran zu erkennen, daB das 
urspriingliche Flockungstrajekt (A) sich einseitig, meistens aber auf 
beiden verbreitert hat. 


Wenn auch die absoluten Konzentrationen der tibrigen Elektrolyte, 
bei denen sie die mit Alkohol und die mit Resorcin desolvatierten Sole 
ausflocken, fiir beide Reihen also verschieden ist, so ist die Reihenfolge 
der Lecithinsole, was ihre Elektrolytempfindlichkeit innerhalb beider 
Reihen betrifft, praktisch gleich. FaBt man die Zahlen von beiden 
Tabellen (I und IT) gleichzeitig ins Auge, so kommt man zu der folgenden 
Reihe, in der jedes folgende Glied weniger elektrolytempfindlich ist: 

=r “a ao ee —e = —. ie a ty 
Es ist dies woh] in erster Annaherung also auch die Reihenfolge der 
Sole, in denen die kapillarelektrische Ladung durch Neutralsalze 
schwieriger fortgenommen wird: 


Obzwar fiir das Zustandekommen der Flockung wie bei anderen 
typisch-hydrophilen Solen, Desolvatation und Entladung im allgemeinen 
vorangehen muB, liegen hier die Verhaltnisse insofern komplizierter, 
daB einmal entstandene Flockungen vielfach schwer oder nicht umkehr- 
bar sind. Eine mit Elektrolyt + Athylalkohol hervorgerufene Flockung 
lést sich nicht sofort oder nur undeutlich bei Hinzufiigen von Wasser. 
Auf diese Verhaltnisse gehen wir hier nicht weiter ein. 

q 


8, Einflu8 von Neutralsalzen auf die Verteilung von Lecithin zwischen Ather 
und Wasser. 


Schiittelt man ein Lecithinsol mit Ather, so geht kein oder nur 
sehr wenig Lecithin in den Ather iiber. Fiigt man indes Elektrolyte 
zu dem Sol, so tritt dies bei geniigender Konzentration ein. Die hiervon 


1 An dieser Stelle méchten wir hierauf jetzt nicht naher eingehen. 
Vgl. die in dieser Zeitschrift alsbald zu veréffentlichenden Arbeiten: ,,Uber 
Aquivalententladung und Umladung in hydrophile Kolloide und ,,Uber 
Autokomplexkoazervation“. 
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benétigten Konzentrationen fallen nicht in die GréBenordnung, die fiir 
die Aussalzerscheinungen kennzeichnend sind, doch sind sie von der 
GréBenordnung, bei der kapillarelektrische Entladung stattfindet. 


Fiir die Beurteilung des Lecithiniibergangs in Ather wurde die 
Gelbfarbung (ein das Lecithin stets begleitender Farbstoff) der Ather- 
schicht verglichen mit einer Skala von Atherverdiinnungen der maximal 
zu erhaltenden gelb gefarbten Atherschicht. 


Dazu wurden 35ccm Lecithinsol Nr. 8 (Poulenc) mit 35cem 0,! n 
Bariumchloridlésung vermischt und diese Mischung mit 28 cem Ather aus. 
geschiittelt. Wir nannten diese Starke willkiirlich 1 und machten hierm t 
eine Anzahl Verdiinnungen von den Starken 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 und 0,1. Es 
werden nun Ausschiittelungsversuche vorgenommen, bei denen in mit 
(rummistopfen abgeschlossenen Reagenzréhrchen je 5cem Sol + 5 ccm 
Elektrolyt von wechselnder Zusammensetzung mit 4cem Ather hundertmal 
kraftig mit der Hand ausgeschiittelt wurden. Nach der Trennung der 
Schichten wurde die Gelbfarbung mit der Verdiinnungsskala verglichen. 


Das Ergebnis dieses Versuchs (Abb. 5) ist, daB die Regel von 
Hardy-Schulze fiir den Ubergang des Lecithins in Ather maf gebend 
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Einflu®B der Neutralsalze auf die Verteilung von Lecithin zwischen Ather und Wasser. 


Ordinaten: Stirke der Gelbfirbung der Atherschicht (vgl. Text). 
Abszissen: Logarithmen, yer Neutralsalzendkonzentration in Aquivalenten. 


ist: Die Wertigkeit des Kations gibt den Ausschlag (fiir maximale 
Gelbfirbung sind benétigt 50 Milliaquivalente KCl, 8 Milliaquivalente 
BaCl,, 0,8 Millidquivalente Luteosalz und 0,4 Milliaquivalente Hexol- 
salz), wihrend die Valenz des Anions von untergeordneter Bedeutung ist. 


Theoretisch ist dieser Versuch interessant, weil es so scheint, dal 
nur die Aufhebung der kapillarelektrischen Ladung geniigt, um das 
Lecithin in das organische Fliissigkeitsmilieu iibertreten zu_ lassen. 
Ein solches Verhalten sollte man aber eher von einem hydrophoben 
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Sol erwarten, nicht von einem typisch hydrophilen, wie es das Lecithin 
doch tatsaichlich ist. Dieser Widerspruch besteht aber nur scheinbar, 
denn wenn man zu einem Lecithinsol soviel Ather hinzufiigt, daB es 
sich noch eben list, also keine Atherschicht entsteht, so ist das Sol 
in den desolvatierten Zustand geraten und flockt mit Elektrolyten 
aus (bzw. koazerviert). Der Ubertritt in die Atherschicht ist also nicht 
nur einer Entladung, sondern auch einer Desolvation! zuzuschreiben. 


9. Uber den isoelektrischen Punkt der Lecithinsole. 


Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurde eine im Prinzip 
von Fujii? angegebene Methode angewendet : 


Es wurde eine Reihe Mischungen von 10 ccm Lecithinsol mit 60 ecm 
Salzsaure verschiedener Konzentration hergestellt und von _ diesen 
Mischungen 10 cem mit 3cem Ather ausgeschiittelt. Nach Beurteilung 
der maximalen Ausschiittelung, welche nicht nur nach der Farbe der Ather- 
schicht, sondern auch nach der Schnelligkeit der Entmischung der beiden 
Schichten und der maximalen Klarheit der Wasserschicht beurteilt wurden, 
wurde das px der urspriinglichen Mischung mit der Wasserstoffelektrode 
gemessen. Die aufeinanderfolgenden Mischungen waren so hergestellt, 
da8 das py mit Spriingen von etwa 0,! pu-Einheit im Gebiet des isoelek- 
trischen Punktes variierte. Die erhaltenen Zahlen kénnen also nur auf 
0.1 po-Einheit genau geschitzt werden. Es stellte sich heraus, daB mit 
dieser Methode die beiden untersuchten Pflanzenlecithine keine Anzeichen 
fir das Vorhandensein eines scharfen isoelektrischen Punktes zeigten. 
Bei einem bestimmten py wurde der Ubertritt in Ather maximal und 
blieb es vorliufig bei weiterer* Erniedrigung des pu. 


Nur bei den Eilecithinen wurde ein isoelektrischer Punkt ge- 
funden (Tabelle IIT). 
Tabelle III. 


. rs ‘ ” . . . 
Optimaler Ubergang in Ather als Funktion des py der verschiedenen 
untersuchten Lecithinsole. 





3 


Lecithinum purum Riedes (A) Sol4..;,....4.-.-. < 2,10 
> “ Sa ER Ps a ng. hm, ee < 1,89 
s puriss. ex ovo Merck (C) Sol 7 2,58 
Lecithin von Poulenc (D) Sol 8... . . 2,65 
- aus Kigelb Kahlbaum (E) Sol 9 = Zo 


Die letzten Zahlen stimmen mit dem von N. Fujit gefundenen Wert 
pa = 2,7 nahezu iiberein. 


1 Es ist eine Eigentiimlichkeit der Lecithinsole, daB sie sich nicht nur 
durch Alkohole, Phenole und Ather desolvatieren lassen, sondern auch durch 
eine ganze Reihe der zu den verschiedensten Kérperklassen gehérenden 
Verbindungen der organischen Chemie. 

2 N. Fujii, Journ. of Biochem. Tokio 8, 393. 
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und Abb. 6). 


Einfilu6B von kleinen Elektrolytkonzentrationen auf die Viskositét eines Sojabohnenlecithinsols 


EinfluB von Neutralsalzen auf die Viskositat von Lecithinsol Nr. 1 bei 40°, 
(10 cem Sol + 5cem Elektrolytlésung.) 


10. Viskosimetrie. 
Neutralsalze nehmen den elektroviskosen Effekt bereits bei sei: 
kleiner Konzentration fort. Dabei ist die Streuung von Kaliumchlorid, 
Bariumchlorid und Luteokobaltchlorid gewéhnlich gering (Tabelle 1\ 














Elektrolyt 


Nullversuch -----:- 


Kaliurachlorid 


Bariumchlorid 


Luteokobaltchlorid 


Hoéhere Kaliumchloridkonzentrationen von 11,1 und 33,3 Milli- 
aiquivalenten sind zwar zu messen (als erste Werte sofort nach Mischung 
wurden 1,141 bzw. 1,112 gefunden), doch nimmt die Viskositat mit der 
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Zeit rasch zu (bisweilen bis zu einem Maximum, worauf die Viskositat 
mit der Zeit wieder abnimmt). 


Bei Sol 3 wiederholten wir diese Messungen (siehe Tabelle V). 


Tabelle V. 


EinfluB von Neutralsalzen auf die Viskositét von Sol 3 bei 40°. 





(l0cem Sol + 5ccem Elektrolytlésung.) 
End- | 
Elektrolyt konzentration n, No Bemerkungen 


Millidquiv. 


Nullversuch “ . — 1,245 
{ 0,33 1,200 
Kaliumehlorid - . 0,67 1,179 
| | 3,33 1,152 
cas 0,67 1,179 
Kaliumsulfat - 333 1152 
Kaliumferricyanid - Ke 1 ayn 1bB 
0,33 1,194 
Bariumchlorid . 0,67 1,168 
3,33 ee Nimmt mit der Zeit zu, 
0,33 1.191 Mischung ist klar 
Luteokobaltchlorid : 0,67 1,168 
3,33 — Nimmt mit der Zeit zu, 


leicht getriibt 


Aus der Tabelle ergibt sich, da8 Kaliumchlorid, Kaliumsulfat und 
Kaliumferricyanid den elektroviskosen Effekt praktisch gleich stark 
fortnehmen. Bariumchlorid und Luteokobaltchlorid wirken aber 
kraftiger. Eine geniigend sichere Feststellung der Ausbiindelung 
dieser beiden letzten Kurven wurde durch die auch hier wieder auf- 
tretende Zunahme der Viskositat mit der Zeit verhindert. 


Es wurde aber gefunden, daB diese Zunahmen mit der Zeit bei 
geniigender Verdiinnung des Sols mit destilliertem Wasser nicht statt- 
finden. Von dieser Eigenschaft werden wir in der folgenden Veréffent- 
lichung Gebrauch machen, um im Einzelfalle die Entstehung von 
Komplexkoazervaten Gelatine + Lecithin und ihre Aufhebung durch 
zugefiigte Neutralsalze auf dieselbe Weise viskosimetrisch zu verfolgen, 
wie wir dies bei anderen Komplexkoazervatsystemen bisher gemacht 
haben. 


Auch bei den Eilecithinsolen ist die Ausbiindelung der Kurven 
beim elektroviskosen Effekt nur klein, obwohl man dabei vielfach die 
Zunahme der Viskositat mit der Zeit vermiBt. 


Wahrend aber mit den anderen, in den Abschnitten 5, 6 und 8 
verwendeten Methoden die groBe Verschiedenheit der Kationen 
steigender Valenz in der Wirkung deutlich wahrzunehmen ist, kommt 


Biochemische Zeitschrift Band 234. 24 


Sinner 
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diese im elektroviskosen Effekt, wenn auch vorhanden, nur undeutlic) 
zum Vorschein. Es ist dabei aber zu bedenken, daB die GréBe des 
elektroviskosen Effektes nicht nur eine Funktion der kapillarelektrischen 
Ladung ist, sondern daB auch noch andere Variablen (z. B. die Leit- 
fahigkeit) mit im Spiele sind. 

Ubrigens scheint es, da8 Bariumchlorid und Luteokobaltchlorid 
beim ersten Beginn etwa gleich stark erniedrigend wirken, obwoh| 
spater ein Unterschied auftritt. Dies ware also zu vergleichen mit der 
Sachlage, die auch beim Thymusnucleinatsol! vorhanden ist. 

Es weisen weiter die Anderungen mit der Zeit, die konzentriertere 
Lecithinsole schon bei kleineren Elektrolytkonzentrationen zeigen 
kénnen, auf Komplikationen hin, deren Natur wir noch nicht erforscht 
haben. Um sie zu umgehen, war es aber bei den Versuchen der Ab- 
schnitte 5, 6 und 8 angebracht, die Lecithinendkonzentrationen seh 
gering zu wahlen (etwa 0,1°, oder weniger). Dasselbe gilt fiir die Ver- 
suchsreihen der hierauf folgenden Mitteilung, in der gezeigt werden 
soll, daB Lecithin mit anderen hydrophilen Solen typische Komplex- 
koazervate bilden kann. 


Zusammenfassung. 

1. Aus ein und demselben Lecithinpraparat des Handels sind viel- 
fach sowohl hydrophobe als hydrophile Lecithinsole durch Mischung 
der alkoholischen Lésung mit Wasser darzustellen. Der Alkohol wird 
darauf durch Dialyse entfernt. 

Solen: 
a) Hohere Temperatur. 
b) Benutzung eines héheren Homologen der Alkoholreihe als 
Lésungsmittel des Lecithins (z. B. Isopropylalkohol). 

c) Niedrige Konzentration der alkoholischen Lecithinlésung. 

d) Schnelles Vermischen der alkoholischen Lésung mit Wasser 
durch Einspritzen der Lésung in iiberschiissiges Wasser unter 
starkem Riihren. 

Vorhergehende Entfernung gewisser Verunreinigungen durch 
(wiederholtes) Umfallen der atherischen Lecithinlésung mit 
Aceton. 


2. Folgende Faktoren begiinstigen die Bildung von hydrophilen 


~ 


— 


e 


Gelingt die Herstellung der hydrophilen Solform nicht mit giinstiger 
Konstellation der Faktoren a) bis d), wie z. B. mit Lecithin aus Eigelb 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. Ong Sian Gwan, Kolloidchem. Beihefte 31, 
89, 1930. 
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von Kahlbaum oder mit einem der Sojabohnenlecithinpraparate von 
Riedel, so fiihrt e) zum Ziele. 


3. Die aus verschiedenen Ei- und Sojabohnenlecithinpraparaten 
hergestellten hydrophilen Sole flockten nicht mit Neutralsalzen wie 
Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Calciumchlorid, Bariumchlorid oder 
mit Salzsaure aus, sondern blieben damit klar. 


Je nachdem die unter 2. genannten Faktoren bei der Sol- 
bereitung mehr oder weniger giinstig waren, flockten sie auch 
nicht mit Luteokobaltchlorid aus; waren sie ungiinstiger, so war 
eine Ausflockung andeutungsweise vorhanden, oder sie flockten tat- 
sichlich aus. 


4. Das Hexolsalz ladet sie alle um, vorher tritt bei allen ein 
Flockungsgebiet auf. 


5. Alle 5°, Resorcin enthaltenden Sole verhalten sich wie de- 
solvatierte Sole. Mit Neutralsalzen tritt Ausflockung auf, und zwar 
bei um so kleineren Endkonzentrationen, je mehr die Kationenvalenz 
zunimmt, wahrend die Anionenvalenz nur von untergeordneter Be- 
deutung ist. 


6. Die 50 Vol.-°% Athylalkohol enthaltenden Lecithinsole verhalten 
sich ebenso, mit dem Unterschied, daB das dreiwertige Luteokobalt- 
und das sechswertige Hexolkation praktisch aquivalent wirken. Bei 
ungefahr derselben Konzentration in Milliaquivalenten tritt die maximale 
Flockung auf. Beide bewirken bei Erhéhung der Konzentration Um- 
ladung zu neuerdings stabilen Solen, welche jedoch mit Hexolsalz 
eher auftritt bei Erhéhung der Konzentration als mit Luteokobalt- 
chlorid. 


7. Lecithin 14B8t sich mit Ather aus dem hydrophilen Sol aus- 
schiitteln, wenn es eine geniigende Neutralsalzkonzentration besitzt. 
Die Konzentrationen sind um so kleiner, je gréBer die Valenz der 
Kationen, wahrend die Valenz der’ Anionen nur von untergeordneter 
Bedeutung ist. Der im Sol geléste Ather wirkt dabei desolvatierend. 
Mit Ather gesattigtes Lecithinsol gibt nach Entladung durch hinzu- 
gefiigte Elektrolyte Koazervation. 


8. Nach den vorstehenden Ausfiihrungen verhalten sich die von 
uns erhaltenen Lecithinsole (deren py nach der Herstellung etwa 5 
betrug) als kapillarelektrisch negativ geladene, typisch hydrophile 
Sole, die sich nicht qualitativ, sondern nur quantitativ voneinander 
unterscheiden. 


9. Die erhaltenen Eilecithinsole zeigten mit dem Atheraus- 


schiittelungsverfahren einen isoelektrischen Punkt bei etwa py = 2,7 
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(Merck: 2,58, Poulenc: 2,65, Kahlbaum: 2,75); fiir die beiden Soja- 
bohnenlecithinsole waren keine deutlichen Anzeichen fiir einen iso. 
elektrischen Punkt vorhanden. Die Ausschiittelung wurde maxima! 
bei pu = 2,1 bzw. 1,9 und blieb maximal] bei weiterer Erniedrigung 


des pu. 


10. Es wurde einiges iiber die Viskosimetrie zweier Sojabohnen- 
lecithinsole (elektroviskoser Effekt) mitgeteilt. Es traten bei etwas 
groBerer Neutralsalzkonzentration Komplikationen auf (Ansteigen der 
Viskositat mit der Zeit), welche jedoch bei geniigender Verdiinnung 
des Sols ausblieben. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


Vi. Mitteilung; 


Lecithin als Komplexteilnehmer. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong und R. F. Westerkamp. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 28. Februar 1931.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Nachdem in den vorhergegangenen Mitteilungen dieser Reihe! 
nachgewiesen war, da Komplexkoazervation in den Kombinationen 
KiweiB + Kohlenhydrate, EiweiB + Nucleinséure und EiweiB + EiweiB 
moglich ist, liegt es nahe, der Frage nachzugehen, ob Lecithin auch 
als Komplexteilnehmer auftreten kann. Wir werden in dieser Arbeit 
zeigen, da} das in der Tat der Fall ist, und so kénnen wir zu den oben 
genaniuten drei Kategorien noch drei neue hinzufiigen: 

Lecithin (negativ) + EiweibB (positiv), 

Lecithin (positiv) + Kohlenhydrat (negativ), 

Lecithin (positiv) -+ Nucleinséiure (negativ). 
Die erste dieser drei Kategorien bildet den Hauptgegenstand der vor- 
liegenden Untersuchung. Sie ist vielleicht von biologischer Bedeutung, 
denn wir werden Kombinationen beschreiben, bei denen diese Komplex- 
' koazervation im Bereich der physiologisch méglichen py-Werte und 
_bei Gegenwart von physiologisch 6fter auftretenden Neutralsalz- 
konzentrationen realisierbar ist. 

Am Anfang dieser Untersuchung standen wir vor der Wahl, entweder 
} das Eilecithin mit Hilfe des Cadmiumchloridverfahrens rein zu isolieren, 
_ oder unsere Sole gleich aus verschiedenen Handelspraparaten herzustellen, 
j die, wie bekannt, in gréBerem oder geringerem MaBe auch beigemischtes 
Kephalin enthalten. Aus verschiedenen Griinden, welche in der vorher- 
' gehenden Arbeit auseinandergesetzt sind, wahlten wir das letztere und 
| bezogen tiberdies noch einige Sojabohnen-Lecithinpraparate in die Unter- 
/ suchung ein. 


Zeitschr. 212, 318, 1929; 221, 182, 393, 403, 1930; 232, 338 1931. 
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(Merck: 2,58, Poulenc: 2,65, Kahlbaum: 2,75); fiir die beiden Soja- 
bohnenlecithinsole waren keine deutlichen Anzeichen fiir einen iso. 
elektrischen Punkt vorhanden. Die Ausschiittelung wurde maxima! 
bei pu = 2,1 bzw. 1,9 und blieb maximal bei weiterer Erniedrigung 
des pu. 

10. Es wurde einiges iiber die Viskosimetrie zweier Sojabohnen- 
lecithinsole (elektroviskoser Effekt) mitgeteilt. Es traten bei etwas 
groBerer Neutralsalzkonzentration Komplikationen auf (Ansteigen der 
Viskositat mit der Zeit), welche jedoch bei geniigender Verdiinnung 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


Vi. Mitteilung; 


Lecithin als Komplexteilnehmer. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong und R. F. Westerkamp. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 28. Februar 1931.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Nachdem in den vorhergegangenen Mitteilungen dieser RKeihe! 
nachgewiesen war, daB Komplexkoazervation in den Kombinationen 
Eiweif + Kohlenhydrate, EiweiB + Nucleinséure und EiweiB + Eiweib 
méglich ist, liegt es nahe, der Frage nachzugehen, ob Lecithin auch 
als Komplexteilnehmer auftreten kann. Wir werden in dieser Arbeit 
zeigen, da das in der Tat der Fall ist, und so kénnen wir zu den oben 
genaniten drei Kategorien noch drei neue hinzufiigen: 

Lecithin (negativ) + Eiweib (positiv), 

Lecithin (positiv) + Kohlenhydrat (negativ), 

Lecithin (positiv) + Nucleinsdiure (negativ). 
Die erste dieser drei Kategorien bildet den Hauptgegenstand. der vor- 
liegenden Untersuchung. Sie ist vielleicht von biologischer Bedeutung, 
denn wir werden Kombinationen beschreiben, bei denen diese Komplex- 
koazervation im Bereich der physiologisch méglichen py-Werte und 
bei Gegenwart von physiologisch 6fter auftretenden Neutralsalz- 
konzentrationen realisierbar ist. 

Am Anfang dieser Untersuchung standen wir vor der Wahl, entweder 
das Eilecithin mit Hilfe des Cadmiumchloridverfahrens rein zu_ isolieren, 
oder unsere Sole gleich aus verschiedenen Handelspraparaten herzustellen, 
die, wie bekannt, in gréBerem oder geringerem Mabe auch beigemischtes 
Kephalin enthalten. Aus verschiedenen Griinden, welche in der vorher- 
gehenden Arbeit auseinandergesetzt sind, wahlten wir das letztere und 
bezogen tiberdies noch einige Sojabohnen-Lecithinpraparate in die Unter- 
suchung ein. 


1 Diese Zeitschr. 212, 318, 1929; 221, 182, 393, 403, 1930; 232,338 L931. 
24 * 
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Wenn also im folgenden von Lecithin die Rede ist, so hat das nicit 
die Bedeutung einer analytisch reinen Substanz, sondern bedeutct 
das in den Solen vorliegende Phosphatidgemisch. 

Die in der vorliegenden Arbeit mit Nr. 1 bis 9 bezeichneten typisch 
hydrophilen (also mit Neutralsalzen, wie Kaliumchlorid, Natriumchlorid, 
Calciumehlorid, Bariumchlorid, und mit Salzséiure nicht ausflockenden, 
sondern damit klar bleibenden) Sole sind dieselben, welche in der eben 
genannten Arbeit ausfiihrlicher beschrieben worden sind. Beziiglich ihrer 
Bereitung und ihres kolloidchemischen Verhaltens sei auf diese Arbeit 
verwiesen |. 


2. Allgemeines und Theoretisches tiber die Komplexkoazervation 
Eiwei8 +- Lecithin. 

Mit allen daraufhin untersuchten EiweiBsolen (Gelatine, Ichthyocoll, 
Casein, Eialbumin, Clupein) bilden die typisch hydrophilen Lecithin- 
sole in dem py-Gebiet, bei dem erstere positiv, letztere negativ gelade1 
sind, Komplexkoazervate. 





Abb. 1. 
Gelatine + Sojabohnenlecithin (Sol 4) Pq = 4,64 (45 mal linear). 


Wir besprechen zuerst Gelatine + Lecithin. Bei dieser Komplex.- 
kombination entstehen erst dann typische gréBere Koazervattrépfchen 
(es sind dann sogar auch Koazervatschichten zu erhalten), wenn der 
effektive Ladungsgegensatz gering ist. Das ist z. B. bei px-Werten der 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R. F. Westerkamp, Orientierende Unter- 
suchungen iiber das kolloidchemische Verhalten typisch hydrophiler 
Phosphatidsole; diese Zeitschr. 234, 347, 1931. 
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Komplexkoazervation. VI. 


Fall, die nur wenig niedriger sind als der isoelektrische Punkt unserer 
nach der Methode von Loeb gereinigten Gelatine! (isoelektrischer 
Punkt = 4,82). Die positive Aufladung der Gelatine ist dabei nur 
noch sehr schwach. In Abb. 1 liegt ein Mikrophotogramm eines solchen 
Komplexkoazervats vor, welches bei Mischung von | Volumen 2° igen 
Gelatinesols mit 1 Volumen Sojabohnenlecithinsol Nr. 4 entstand. 
Das pu wurde mit der Wasserstoffelektrode bei 20° zu 4,64 bestimmt. 


Erniedrigt man das py, so entstehen alsbald Flocken, an denen 
man bei mikroskopischer Betrachtung die Koazervatnatur nicht sogleich 


erkennt. Abb. 2 zeigt ein Mikrophotogramm derselben Kombination 





Abb. 2. 


Gelatine + Sojabohnenlecithin (Sol 4) pq 


3,58 (100mal linear) 


in dem Mengenverhaltnis 1 Volumen Gelatine von 2°, + 2 Volumen 


Lecithinsol Nr. 4, ein Gemisch, dem ein wenig Salzsaure zugesetzt 
war. Mit der Wasserstoffelektrode wurde bei 20° dasi py des Systems 
(d.h. natiirlich die die Flocken umspiilende Gleichgewichtsflissigkeit ) 
zu 3,58 bestimmt. Schiebt man nun unter geringem Druck das Deck- 
glas ein wenig hin und her, so entsteht das Bild von Abb. 3, bei dem die 
Flocken zu stark gekérnten Rollen zusammengesintert sind.  Labt 
man nun dieses Praparat bei Zimmertemperatur stehen, so nimmt 
man eine allmahliche Homogenisierung der Kérnchenmassen wahr, 
welche in ihren mittleren Teilen véllig durchsichtig werden (Abb. 4). 
Dies ist also gut mit der Auffassung zu vereinigen, daB die Flocken 
von Abb. 2 ebenfalls aus einer groBen Anzahl sehr kleiner Koazervat- 


der vorhergehenden Arbeit  iiber 


1 Diese Gelatine wurde auch in 
Val. diese Zeitschr. 212, 318, 1929. 


Komplexkoazervationen stets verwendet. 
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kiigelchen bestehen, die aber in der kurzen Zeit und in dem lose 
zusammenhangenden Verband der Flocken keine Gelegenheit hattcn 
sich zu gréBeren, gut sichtbaren Koazervattrépfchen zu vereinigen 
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Abb. 3. 


Dasselbe Priparat wie Abb. 2. Durch Verschieben des Deckglases bilden sich zusammi 
gesinterte Rollen (83mal linear). 
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Dasselbe Priparat wie Abb. 3, nach 30 Minuten ruhigen Liegens bei Zimmertemperatur. 
tritt Homogenisierung der Rollen auf (83 mal linear). 


Fragt man nach der Ursache dieses so groBen relativen Unter 
schiedes in der Leichtigkeit, bei pu = 4,64 und bei 3,58 zusammen 
zuflieBen, so scheint uns folgende Erklérung annehmbar: 
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Bei dem ersten px ist das Lecithin deutlich negativ geladen, 
die Gelatine nur noch auBerst schwach positiv geladen. Bei py = 3,58 
ist das Lecithin zwar auch noch negativ geladen, doch schwacher, 
dagegen aber ist nun bereits die Gelatine deutlich positiv geladen. 

Fir die Faktoren, die die Teilchen im Koazervat zu vereinigen 
suchen, ist sicher, wie sich in den vorigen Mitteilungen immer wieder 
gezeigt hat, gerade dieser Ladungsgegensatz das Wichtigste. Dieser 
vereinigende Faktor, den wir die effektive gegenseitige Attraktion 
nennen wollen, ist also eine Funktion der beiden kapillarelektrischen 
Ladungen (etwa eine Funktion ibres Produktes und der Teilchen- 
distanz). 

Man kann also erwarten, dafh die Komplexkoazervation Gelatine- 
Kilecithin somit ausschlieBlich im pxu-Gebiet zwischen den isoelektrischen 
Punkten der beiden teilnehmenden Kolloidsubstanzen auftreten kann 
(experimentelle Bestatigung im Abschnitt 5). Bei pa = 4,82 ist die 
Gelatine ungeladen, das Lecithin negativ, daraus folgt eine effektive 
Attraktion von Null. Das ist genau so der Fall bei dem isoelektrischen 
Punkt des Eilecithins (px - 2.7), wo die Gelatine zwar positiv 
geladen ist. In dem dazwischen gelegenen py-Gebiet ist diese effektive 
Attraktion aber vorhanden und erreicht bei einem gewissen py-Wert 
einen Héchst wert. 

Es muB aber im allgemeinen im Komplexkoazervat auch ein 
repulsiver Faktor vorhanden sein, der einer wirklichen Beriihrung der 
Teilchenkerne widerstrebt und welcher bei Naherung dieser Kerne 
zueinander rascher anwachst als die Attraktion. 

Daraus ergibt sich bei einer bestimmten mittleren Entfernung der 
Teilchenkerne das innere Gleichgewicht des Komplexkoazervats, 
wobei also effektive Attraktion und effektive Repulsion einander die 
Waage halten. ; 

Es liegt nun auch auf der Hand, daB die effektive Repulsion eine 
Funktion des Solvatationsbestrebens der beiden Kolloidkomponenten 
ist (etwa eine Funktion ihrer Summe).  * 

Kehren wir zuriick zur Komplexkoazervation Gelatine + Lecithin. 

Wenn das Solvatationsbestreben dieser beiden Komponenten in 
dem betreffenden py-Gebiet (4,82 bis 2,7) sich nicht oder nur wenig 
inderte, so wiirde dadurch bei Zunahme der effektiven Attraktion 
das innere Gleichgewicht des Koazervats erst bei einem geringeren 


mittleren Abstand der entgegengesetzt geladenen Teilchen erreicht 
sein, d.h. je gréBer die Attraktion ist, um so wasserirmer und also 
auch um so viskoser ist das Komplexkoazervat. 

Wahrend aber bei den bisher untersuchten Komplexkoazervat- 
systemen dieser geringere Wassergehalt bei gréBeren Werten der effek- 
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tiven Attraktion nicht ausgesprochen den morphologischen Charakt: 

des Koazervats anderte! (es entstanden immer gutfliissige Koazervat-. 
trépfchen), ist das in den Komplexkoazervatsystemen mit Lecith 

als Komplexteilnehmer sehr ausgesprochen der Fall. (Vgl. Abb. 2 mit 
Abb. 1.) 

Es ist natiirlich eine ziemlich willkiirliche Annahme, daB sic) 
das Solvatationsbestreben selbst, bei px-Anderungen nicht andern sol! 
Ist das aber der Fall, so bleibt noch immer zu bedenken, daB die effektive 
Attraktion zwischen Null und einem endlichen Wert, dagegen das 
Solvatationsbestreben nur zwischen einem endlichen und einem anderen 
endlichen Wert variieren kann. 

Auch bei anderen Kombinationen Eiweif + Lecithin konnten 
unter giinstigen Bedingungen sogleich gutfliissige Koazervattrépfchen 
erhalten werden (z. B. mit Ichthyocoll, Casein, Eialbumin), bis jetzt 
aber nicht mit Clupein. Es konnte jedoch mit der oben beschriebenen 
mechanischen Methode die Fliissigkeitsnatur auch dieser ,,Flocken” 
wahrscheinlich gemacht werden. 





Abb. 5. 
Ichthyocoll + Sojabohnenlecithin (Sol 4) py = 4,76 (100 mal linear). 


In Abb. 5 findet man ein Mikrophotogramm fiir das Komplex- 
koazervat Ichthyocoll + Lecithin bei px = 4.76 (1 Volumen 2°, iges 
Ichthyocollsol + 1 Volumen Lecithinsol Nr. 4). Wenn auch Ichthyocol! 


1 Die inzwischen durchgefiihrten Analysen der Schichten fiir dic 
Komplexkombination Gummi arabicum + Gelatine zeigen in der Tat 
diesen Zusammenhang von Wassergehalt und effektiver Attraktion. 
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rakt scinen elektrischen Punkt bei pu 8 bis 9 liegen hat, kénnen erst von 
Prvat- pit 5 bis 6 an Komplexkoazervate mit Lecithin erzielt werden. 
cith las hat seinen Grund darin, daB im py-Gebiet 9 bis 6 das Ichthyocoll 
2 mit nur eine sehr geringe positive Ladung annimmt?, wodurch also die 


erforderliche effektive Attraktion zur Erzielung der Komplexkoazerva- 
tion nicht geniigend gro ist. Sie wird es erst bei etwa py = 5, dann 





§ sich 
» soll entstehen deutlich fliissige typische Komplexkoazervattrépfchen. 
ektive 
n das 3. Vakuolisation bei raschen Temperaturinderungen. 
deren In Abb. 6 findet man dasselbe Komplexkoazervat wie in Abb. 5, 
es wurde aber auf héhere Temperatur gebracht und darauf schnell 
nnten abgektihIt, wobei im Innern des Trépfchens Vakuolen entstehen. 
fchen 
jetzt 
benen , ‘i 
cken* y 9: é& Gy. 
Se ee 
a #) d & 
Boe ane 
> 22 EF ec. @ 
Co a: a 
ae 
~ “4 oo 
- : & S 
~* 7 é aA © - 
4 ‘ ‘ 
9°, we 
4.9 % . OP's 
~ 3 > as > + ce 
an at’ 7 & 
au eS 
Abb. 6. 
Dasselbe Priparat wie Abb. 5, aber auf hihere Temperatur erwirmt und schnell abgekiiblt. 
Es sind Vakuolen in den Komplexkoazervattropfen entstanden (100 mal linear). 
Diese Vakuolisation ist durchaus nicht spezifisch fiir dieses Komplex- 
koazervat, sie findet sich auch bei vielen anderen Komplexkoazervaten 
(z. B. Gummi arabicum + Gelatine) und sogar bei einfachen Koazer- 
vaten® bei derselben Behandlung. Diese Vakuolisation tritt bei 
isothermer Bereitung der einfachen oder Komplexkoazervate nicht 
plex 
%iges — , sini 
: 7 1 Die Eigenschaften des Ichthyocollsol sind ausfiihrlicher in H.G. 
yo Bungenberg de Jong u. de Vries, Rec. trav. chim. 50, 238, 1931 beschrieben. 
2 Vgl. z.B. die Mikrophotogramme von dem einfachen Koazervat 
ir die isoelektrische Gelatine + Resorcin in Proc. Roy. Acad. Amsterdam 82, 
ar Tat 849, 1929 oder Rec. trav. chim. 48, 494, 1929 oder Kolloidzeitschr. 50, 


39, 1930. 
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auf und ebensowenig, wenn man das geniigend fein verteilte Kaozervit 
nur einem langsamen Temperaturwechsel unterwirft. Der Fliissigkeit .- 
gehalt der Koazervate ist also im allgemeinen eine Funktion der Tem. 
peratur. Meistens findet man, dal sie bei Erniedrigung der Temperati: 
an ,,Wasser™ armer werden. Erfolgt die Abkiihlung nun langsam genuy, 
so kann die abgestoBene Fliissigkeit durch Diffusion bei Erhaltung de: 
Homogenitat der Koazervattropfen noch beseitigt werden. Ist die 
Abkiihlung jedoch zu rasch erfolgt, so scheidet die abgestoBene Fliissig- 
keit sich in Vakuolen aus. 

Bisweilen liegen die Verhaltnisse umgekehrt, z. B. beim einfachen 
Koazervat positive Gelatine -+ selir konzentriertes Lithiumchlorid, 
Natriumchlorid oder Kaliumchlorid, bei denen das Koazervat bei 
Temperaturerhéhung flissigkeitsarmer wird und eben durch rasche 
Erwarmung die Vakuolisation hervorgerufen werden kann. 


4. EinfluB von Neutralsalzen auf die Komplexkoazervation Gelatine 
+ Leeithin und Verhalten der Koazervattrépfehen im elektrischen Felde. 


Fiigt man zu einem Komplexkoazervat von z. B. pa = 3,6 all- 
mihlich ein Neutralsalz, so wird bei einer geniigenden Konzentration 
die Komplexkoazervation aufgehoben. Bei mikroskopischer Betrachtung 
nimmt man nun wahr, daB im Konzentrationsgebiet, das der volligen 
Aufhebung vorhergeht, der Charakter der Flocke sich andert. Man 
erhalt zuerst durchsichtige, unregelmaBig zusammengeflossene Kliimp- 
chen, dann bei etwas hédherer Salzkonzentration vollig regelmabige, 
runde, deutlich fliissige Koazervatkiigelchen; bei noch héheren Salz- 
konzentrationen sind diese Koazervatkiigelchen immer kleiner, bis 
schlieBlich das Koazervat aufgehoben ist. 

Diese allmahlichen Veranderungen des morphologischen Charakters 
sind nun gut aus dem in Abschnitt 2 Besprochenen zu verstehen. Bei 
Zusatz des Neutralsalzes nimmt durch die Entladung der beiden Kom- 
plexkomponenten die effektive Attraktion allmahlich ab, d.h. das 
Komplexkoazervat wird allmahlich wasserreicher, so daB die kleinen 
Trépfchen immer leichter zusammenflieBen kénnen. Bei geniigend 
héherer Konzentration’ wird die effektive Attraktion schlieBlich zu 
klein, das Solvatationsbestreben der beiden Komponenten gewinnt 
das Feld, und damit ist der Komplexkoazervationszustand aufgehoben. 

Die groBen, gut fliissigen Koazervattropfen zeigen im elektrischen 
Felde alle Eigentiimlichkeiten! der Komplexkoazervate, z. B. war in 
der Kombination Gelatine + Sojabohnenlecithin A (Riedel), welches 
in Abschnitt 6 weiter beschrieben und in Abb.7 dargestellt wird, bei 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. W.A.L. Dekker, diese Zeitschr. 221, 
403, 1930. 
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pa = 3,52 und 45 Milliaquivalenten Kaliumchlorid der Biichner-Effekt 
schon bei einer Feldstarke von 10 Volt/em deutlich zu sehen. Die 
Kvoazervattrépfchen trugen an ihrer Oberflache eine positive kapillar- 
elektrische Ladung (Kataphorese) und zeigten im Gleichstromfelde 
Vakuolisation, Vakuolenwanderung und Austritt nach oder an der 
Seite der —-Elektrode, den Kranz kleiner neuer Trépfchen in der 
Gleichgewichtsflissigkeit in unmittelbarer Nahe des Tropfens an der 
Seite der +- - Elektrode. 


5. Die Komplexkoazervation in der Kombination Gelatinesol + Eilecithinsol 
bei veriinderlichem py bei 42°. 

Es war nun zuallererst zu erwarten, dafs Komplexkoazervation 
bei dem Eilecithin nur im pxy-Gebiet zwischen den isoelektrischen 
Punkten unserer gereinigten Gelatine und der individuellen Lecithin- 
sole méglich ist. 

Weiter war zu erwarten, daB die Komplexbestandigkeit Neutral- 
salzen gegeniiber in unmittelbarer Nahe der beiden isoelektrischen 
Punkte nur gering ist, aber im dazwischenliegenden py-Intervall zu 
einem Maximum ansteigen wiirde. In den Darstellungen von Abb. 7 
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Abb. 7. 
Kaliumchloridresistenz der Komplexkoazervate Gelatine + verschiedene Eilecithine bei 
konstantem Mischungsverhialtnis und variiertem pg. Die Zahlen Lbis 5 geben den morpholo- 
gischen Charakter des Koazervats an (vgl. Text). Isoelektrischer Punkt der verwendeten 
aschenfreien Gelatine: py = 4,82. Isoelektrische Punkte der Eilecithine: Sol 7 py = 2,58; Sol 8 
Pu = 2,65; Sol 9 py = 2,75 (vgl. vorhergehende Mitteilung). Die punktierten Linien geben 
die Lage der beiden isoelektrischen Punkte an. 
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sind die Ergebnisse der hierzu angestellten Versuchsreihen eingetrage), 
Dabei bedeuten die ausgezogenen Kurven Linien von gleichem morpho.- 
logischen Charakter der Komplexkoazervattropfen, und zwar 

1 = Flocken, 

2 = unregelmaBige Klumpenbildung, 

3 = optimalgroBe regelmaBige Koazervattrépfchen, 

4 = bereits sehr kleine Koazervattrépfchen, 

5 = klares Gemisch ohne oder mit nur vereinzelten auBerst kleinen 

Koazervattrépfchen. 

Die Kurven geben an, wie groB die Kaliumchloridendkonzentration 
bei konstant gehaltenem Mischungsverhaltnis Gelatine/Lecithin und 
verandertem px sein mub, damit ein bestimmter morphologische: 
Charakter des Komplexkoazervats eben verlassen (1), erreicht (2, 3, 4) 
oder das Koazervat aufgehoben (5) wird. Um die Beurteilungszahlen 
fiir diese graphische Darstellung zu erhalten, wurde folgender Weg 
eingeschlagen: 

Es wurden fiir das aus dem Merckschen Praparat hergestellte So! 
Nr.7 Mischungsreihen wie folgt zusammengesetzt: 


2cem Lecithinsol + 7cem Kaliumchloridlésung von wechselnder 
Konzentration + 1 ecem Gelatinesol wurden bei 42° hergestellt und nach 
20 Minuten zur Beurteilung mikroskopisch untersucht. 

Das Gelatinesol hatte folgende Zusammensetzung: 

10 cem 2% ige Gelatine + x cem n/10 Salzséiure (oder n/100) 
+ (20 — x2) ccm Wasser, 
wobei x variiert wurde. 

Wir erhielten so eine Serie von Versuchsreihen von jedesmal anderen 
Werten, aber in jeder Reihe konstante py-Werte, worin die Kaliumchlori<d- 
konzentration mit kleinen Schritten zunimmt. 

Fiir das Poulenc-(Sol 8)- und das Kahlbaum-(Sol 9)-Praparat war di: 
Zusammensetzung der Reihen wie folgt: 

leem Lecithinsol + 8cem Kaliumchlorid von variierter Konzen- 
tration + 1 cem Gelatinesol. 

Das pu wurde fiir jede Reihe an den eben mit Kaliumchlorid aut- 
gehellten Gemischen mit der Wasserstoffelektrode bei 20° gemessen. 

Die erhaltenen Beurteilungszahlen wurden als Funktion der Kalium- 
chloridkonzentration in Hilfszeichnungen eingetragen und durch Inter- 
polation hieraus die Kaliumchloridkonzentrationen ermittelt, wobei der 
morphologische Charakter 2 bis 5 eben typisch erreicht sein wiirde. 

Diese Kaliumchloridkonzentrationen wurden in die Sammeldarstellung 
der Abb. 7 als Funktion des fiir jede Reihe geltenden px eingetragen. 
Obwohl diese subjektive Methode nicht sehr genau ist, ergibt sie bei einiger 
Ubung doch sehr braichbare Ergebnisse. 


Wie man aus dieser Abbildung ersieht, steht das Verhalten de: 
untersuchten Komplexkombinationen in Ubereinstimmung mit dem 
was im Anfang dieses Abschnittes theoretisch erwartet wurde. 
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6. Die Komplexkoazervation in den Kombinationen Gelatinesol + Soja- 
bohnenlecithinsol bei veriindertem py und 42°, 


Obwohl wir keinen Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein eines 
isoelektrischen Punktes fiir die beiden Sojabohnenlecithinpraparate 
fanden!, so ist aber doch zu erwarten, dab Komplexkoazervation mit 
Gelatine von pa = 4,82 méglich sein wird, bis héchstens zu den pu- 
Werten, bei denen die maximale Ausschiittelung mit Ather eben er- 
reicht wird. 





Abb. &. 


Kaliumehloridresistenz des Komplexkoazervates Gelatine + Sojabohnenlecithin (Riedel A, Sol 3) 
bei konstantem Mischungsverhiltnis und variiertem py. Die Zahlen 1 bis 5 geben den morpho- 
logischen Charakter des Koazervats an. Sol 3 wird praktisch véllig entladen bei Pq = 2,10. 


Auf dieselbe Weise, die im vorigen Abschnitt fiir die Sole 8 und 9 
angegeben ist, wird auch Sol 3 (Lecithinpraparat A. von Riedel) unter- 
sucht. Aus Abb. 8 ist zu ersehen, daB die Komplexkoazervation bei 
dem isoelektrischen Punkt der Gelatine beginnt und sich nun viel 
weiter erstreckt als bei den Eilecithinen, aber nahe bei dem py-Wert 
endigt (pH = 2,10), bei dem dieses Lecithin maximal] in die Atherschicht 
iibergeht, also die urspriingliche negative Ladung Null cder auBerst 
klein geworden ist. 

In unmittelbarer Nahe des isoelektrischen Punktes der Gelatine wurde 
ein Verhalten beobachtet, das auf den ersten Blick in Widerspruch mit der 
Annahme steht, daB Komplexkoazervation nur bei einem py, kleiner als 
dem isoelektrischen Punkt der Gelatine entspricht, méglich ist. In der 
Reihe, in der das verwendete Gelatinesol mit « = 0 cem Salzséure bereitet 
war, blieb die Lecithin-Gelatine-Mischung bei Abwesenheit von Kalium- 
chlorid véllig klar. Es wurde von diesem Gemisch das py zu 5,04 bestimmt. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R. F. Westerkamp, |. ¢. 
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Wenn dagegen 10 oder 20 Milliéiquivalente Kaliumchlorid vorhanden 
waren, so trat Koazervation von morphologischem Charakter 3 bzw. 4 
auf, und erst bei 30 Milliaquivalenten hérte die Koazervation wieder aui 
Beim Nachmessen dieser Gemische mit der Wasserstoffelektrode stellte 
sich aber heraus, daB hier durch den Zusatz des Kaliumchlorids eine be- 
deutende pxy-Verschiebung auftrat, wodurch das Gemisch mit 30 Milli- 
aquivalenten ein py von 4,56 zeigte. Die Punkte dieser Reihe liegen in 
Abb. 10 also nicht auf einer Linie von konstantem px, sondern auf einer 
sehr nach rechts gekriimmten Kurve. Solche pq-Verschiebungen sind aber 
in der Regel im iibrigen py-Gebiet nur gering, so daB wir keine grofen 
Fehler machen, wenn wir durch Versuch gefundene Punkte auf einer Linie 
von konstantem px eintragen. 

Bei dem zweiten von uns untersuchten Sojabohnenlecithin- 
praparat B (Riedel) traten zwar bei Erhéhung der Neutralsalzkonzentra- 
tion deutlich groBe halbfliissige Koazervattrépfchen auf, diese morpho- 
logen Gestaltsinderungen waren jedoch nicht typisch genug, um auf 
dieselbe Weise wie oben untersucht werden zu kénnen. Die Mischungen 
der Versuchsreihe wurden in derselben Weise, wie oben beschrieben, 
hergestellt, nur alle Volumina doppelt so groB genommen, und nach 
20 Minuten Aufenthalt im Thermostaten von 42° wurde mit dem 
Molischen Apparat die Lichtabsorption bestimmt (vgl. die vorher- 
gehende Mitteilung). In Abb. 9 sind die ausgezogenen Kurven Linien 
gleicher Lichtabsorption. 
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Abb. 9. 


Natriumchloridresistenz des Komplexkoazervats Gelatine + Sojabohnenlecithin (Riedel B, Sol 5 

bei konstantem Mischungsverhaltnis und variiertem pg. Die Kurven sind Linien gleicher 

Lichtabsorption (die beigefiigten Zahlen geben den prozentualen Betrag dieser Absorption a1 
Sol 5 wird praktisch véllig entladen bei py = 1,89. 


Die véllig klaren Gemische, in denen die Komplexkoazervation 
vollkommen aufgehoben ist, haben in der Schichtdicke 10 mm unserer 
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Kivette nur eine Absorption von etwa | bis 2°,. (Es wurde eine Kiivette 
von 20 mm Dicke, gefiillt mit gesattigter Alaunlésung, vorgeschaltet.) 


Man sieht an Abb. 9, daB die Komplexkoazervation vom iso- 
elektrischen Punkte der Gelatine bis an den py-Wert (1,90) méglich 
ist, wobei dieses Lecithin maximal in die Atherschicht tibergeht?, 
und daB die Neutralsalzresistenz im zwischenliegenden py-Intervall 
bis zu einem Maximum zu- und nachher wieder abnimmt. 


7. Das Verhalten der Komplexkoazervatsysteme bei geringen Neutralsalz- 
konzentrationen. 


Bei allen untersuchten Komplexkoazervatsystemen Gelatine 
Lecithin, bei denen wir immer im ganzen untersuchten py-Gebiet 
an einem Mischungsverhaltnis der beiden Sole festhielten, wurde ge- 
funden, daB bei Abwesenheit von zugesetztem Neutralsalz die Flockung 
nur in einem engen py-Gebiet auftrat, wahrend in den beiden an- 
grenzenden py-Gebieten ziemlich klare, doch opaleszierende Mischungen 
entstanden. Bei Anwesenheit einer kleinen Kaliumchlorid- bzw. 
Natriumchloridkonzentration entstanden auch in diesen beiden pg- 
Gebieten Komplexkoazervatflockungen. Dieses Verhalten wurde in 
den Abb. 7 und 8 nicht zum Ausdruck gebracht, ist aber aus dem Verlauf 
der Kurven gleicher Lichtabsorption der Abb. 9 zu ersehen. 


Erhéht man z. B. bei pa = 3 die Natriumchloridkonzentration 
von 0 auf 150 Milliaquivalente, so nimmt zuerst die Lichtabsorption 
zu bis zu etwa 50 Millidquivalenten und darauf nur allmahlich ab. 
Die Erklarung dieser Erscheinungen wird durch Unsicherheiten in 
der Interpretation der Lichtabsorption erschwert: Diese hangt ja von 
einer sehr groBen Zahl von Faktoren ab, naimlich erstens der Menge 
des Koazervats, zweitens dem Verteilungsgrad des Koazervats in der 
Flissigkeit und drittens der Art des Koazervats (Wasserreichtum). 


Wenn auch die Messung der Lichtabsorption als objektive Methode 
auf den ersten Blick den Vorzug zu verdienen scheint vor der fiir die 
vorigen Kombinationen verwendeten Methode (Beurteilung des morpho- 
logischen Aussehens), sind somit doch ihre Ergebnisse schw¢rer zu deuten,. 
da man bei der subjektiven Methode eigentlich nur den Wasserreichtum 
beurteilt. 


Mag also der Verlauf der Absorptionskurven der Abb. 9, was ihren 
oberen Teil angeht, auch mehr oder weniger mit dem der Abb. 7 und 8 
vergleichbar sein, das Zuriickbiegen der Kurven bei geringerem Neutral- 


salzgehalt hat gewiB nicht die Bedeutung, daB der Wasserreichtum 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R. F. Westerkamp, |. c. (vgl. dort Ab- 
schnitt 9). 
Bioehemische Zeitschrift Band 234. 
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dort wieder zunimmt, sondern ist in erster Linie Anderungen des zweiten 
genannten Faktors zuzuschreiben. Die Erklarung dieser Erscheinung 
ist folgende: 

Bei dem von uns konstant gehaltenen Mischungsverhaltnis Gela- 
tine : Lecithin liegt bei irgendeinem pg-Wert (in Abb. 9 bis etwa 4,2) 
die giinstigste Ausbilanzierung der vorhandenen positiven und negativen 
Teilchen, es bleibt dort kein effektiver UberschuB einer der beiden 
Kolloidkomponenten tbrig, die Koazervattrépfchen tragen dabei auf 
ihrer Oberfliche keine Ladung (d.h. positive und negative Ladung 
halten auch da einander das Gleichgewicht). 

Infolgedessen ist. dort die ,,Flockung*‘, d. h. das Aneinanderkleben, 
der Koazervattrépfchen maximal. Bei anderen py-Werten ist die 
Ausbilanzierung nicht mehr so vollkommen, die Trépfchen tragen 
an ihrer Oberflaiche wohl eine Ladung, es kommt zu geringerem Zu- 
sammentreten (dadurch auch zu_ geringerer Lichtabsorption), bis 
schlieBlich die Koazervattrépfchen nur mehr von ultramikroskopischer 
GréBe bleiben. Sie verhalten sich gewissermaBen als hydrophobe, 
Solteilchen und flocken bei Hinzufiigen von wenig Neutralsalz aus 
wodurch die Lichtabsorption rasch ansteigt. 


8. Komplexkoazervatsole. 

Wir méchten jene Mischungen eines Komplexkoazervatsystems, 
bei denen keine mikroskopische bzw. makroskopische Koazervation 
auftritt, sondern die Komplexkoazervation sich nur in ultramikro- 
skopischen Dimensionen abspielt, Komplexkoazervatsole nennen. Sie 
gehéren zu den kolloiden Systemen héherer Ordnung. In ihnen sind 
die ,,Teilchen ultramikroskopische Komplexkoazervattrépfchen, die 
selbst auch schon kolloide Systeme sind. Die hier beschriebene Er- 
scheinung gilt nicht nur fiir Gelatine-Lecithinkomplexkoazervat- 
systeme, sondern wir begegneten ihr auch z. B. im System Gelatine 
+ Gummi arabicum, wo bei Hinzufiigen nur einer sehr kleinen Menge 
Kaliumchlorid ein solches Komplexkoazervatsol seine ,,Stabilitat™ 
verliert und Mikro- bzw. Makrokoazervation erzwungen werden kann. 

In einem der: folgenden Abschnitte werden wir weiter daraut 
zurickkommen. 


9. Einflu8 der Ionenvalenz auf die Aufhebung der Komplexkoazervation 
bei 42°, I. 


Zufolge des in Abschnitt 2 und 4 Besprochenen kann man nun 
erwarten (wie das bei allen friiher untersuchten Komplexkoazervaten 
der Fall war), daB fiir die aufhebende Wirkung zugefiigter Neutralsalze 
die Valenz des Kations und ebenso sehr des Anions von ausschilag- 
gebender Bedeutung sein mu. 
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weiten Vergleicht man bei elektroaquivalenten Konzentrationen die 
sinung  Reihe der K-Salze, so muB die Aufhebung zunehmen in der Reihe 
a oe - Ke, K,Fe(CN)¢ 
KCl < ‘ , ‘ 
Gela- ‘ 2 ~~ 3 . 4 
va 4.2) Ebensosehr mu sie zunehmen, wenn man bei gleichbleibender 
ativen  Valenz des Anions die Valenz des Kations steigert, also 
beiden KCl < Bal, anit Luteokobalt Cl; _ »Hexolsalz* 
el auf 3 i 6 
adung In jeder der genannten Reihe entladen zwar die Salze bei elektro- 
iquivalenten Konzentrationen die eine Komponente praktisch auf 
Jeben, § dieselbe Weise, die andere aber in zunehmendem MaBe, so daB dadurch 
st die § die effektive Attraktion (Funktion eines Produktes) von links nach 
tragen § rechts abnimmt. 
m Zu- Das ist nun bei der Lecithin-Eiweibkomplexkoazervation auch 


), bis § tatséchlich der Fall, wie in den Abschnitten 9, 10, 11 (Lecithin + Gelatine) 
vischer § und Abschnitt 14 (Lecithine + Clupein) gezeigt werden wird. 


a In den friiheren Mitteilungen wurde immer die viskosimetrische 
Methode benutzt, um die Koazervierungsvorgange zu verfolgen. Die 
Methode ist hier im allgemeinen nicht zu verwenden, da die Flocken- 
bildung jede genauere Viskosimetrie unmdéglich macht. 
Diese Methode ist hier nur in unmittelbarer Nahe des isoelektrischen 
— Punktes brauchbar, bei dem man ohne Elektrolytzusatz bereits gut 
— fliissige Koazervattropfen erhalten kann. 
og Es wurde bei 42° gearbeitet. Aus einem 1°igen isoelektrischen 
F Gelatinesol und dem Sojabohnenlecithinsol Nr.3 wurden folgende 
é en Verdiinnungen angefertigt : 
ns “| A. 60 ccm 1 %iges Gelatinesol + 30cem Wasser (pH = 4,62). 
B. 20 cem 1,43°,iges Lecithinsol Nr. 3 + 70 cem Wasser. 
ervat- Das Lecithinsol hatte ein py = 4,92, da es aber eine viel geringere 
*latine Pufferkapazitét hatte als das Gelatinesol, diirfen wir annehmen, da8 die 
Menge in verschiedenen Mischungsverhiltnissen hergestellten Gemische von A. 
ilitat® und B. der Tabelle ungefahr isohydrisch sind. 
onan. Tabelle I. 
larauf 


Gelatine von 0,67°% + Lecithin von 0,32°, (42°). 





Mischungsverhiltnis ; ; 
. ————— —— 7 r T if ivith 
ation | ‘g/ 40 4g! 40 Additivitut Bemerkungen 


Gelatine Lecithin gurch Vers. | berechnet 

° 0 | %o %o 
n nun 2 1,264 — | 100 - 
rvaten 80 20 1,207 1,229 | 90,5 Sehr kleine Koazervattripfchen 
a. 66,7 | 33,3 1,161 | 1,206 78,8 || Grisere ; 
wae 50 50 (1,111) | 1,177 62,8 || Grofe Ki 
chlag- 33,3 66,7 1,101 1,148 68,3 | Leicht opalesz., keine sichtbaren 

" Triépfet 
= 100 1,090 _ 100 eee 
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Beziiglich der Einrichtung der Tabelle und der Berechnung er 
»Additivitatszahl*‘ verweisen wir auf die vorhergehenden Mitteilungen! 
Wie auch aus Abb. 10 A ersichtlich ist, treten bei der Mischiuny 
groBe Abweichungen in der Additivitét des Ausdrucks (ny, — r, 
auf. Die Abweichung ist maximal, wenn die Komplexkoazervation 
optimal ist. 
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Abb. 10. 

Viskosimetrische Verfolgung des Komplexkoazervationsvorganges bei Vermischung der beider 
Komplexteilnehmer (A) und Aufhebung derselben durch Neutralsalze (B und C) beim konstant 
gehaltenen Mischungsverhiltnis von 50°/o. (py etwa 4,6.) 

"4, 


Ordinaten: Prozente der theoretischen Additivitat des Wertes 7 
n 


Abszissen in A: Mischungsverhiltnis des 0,67°/ igen Gelatinesols mit dem 0,32°/sigen Soja- 
bohnenlecithinsol Nr. 3 (Riedel Aj; in B und C: Neutralsalzendkonzentrationen in Milli- 
aquivalenten 


Es wurden nun weiter die folgenden Mischungen A,, Ag, usw. 


und B,, B, ... angesetzt und ihre Viskositaét gemessen (Tabelle II, 
Spalte 3 und 4); auch wurde die Viskositaét bei 50°,igem Mischungs- 
verhaltnis von A, + B,, A, + B, ... usw. gemessen (Tabelle Il, 


Spalte 5). 


A,, Ag... = 30ccm Gelatine von 1% + 2 ccm Neutralsalzlésung 
+ (15 — x) Wasser, 


B,, Bz... = 10 cem Lecithin von 1,43% + y cem Neutralsalzlésung 
v Os 
+ (35 — y) Wasser. 


Die Mengen x und y wurden so gewahit, daB die Endkonzentration 
des Neutralsalzes in A, gleich ist der in B,, in A, gleich der in B, usw. 
so daB die Mischungen A, + B,, A, + B, usw. in jedem Falle dieselbe 
Neutralsalzendkonzentration besitzen wie A, und B,, A, und B, usw. In 
Tabelle II ist weiter die theoretische additiv berechnete Viskositét der 
50°, igen Mischungen in Spalte 6 berechnet und der bei den Versuchen 
gefundene Wert von (7, — 7, )/n, in Spalte 7 in Prozenten dieses theoretischen 
Wertes von (n, — n, )/n, ausgedriickt. 


1 Diese Zeitschr. 212, 318, 1929; 221, 182, 393, 1930. 
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Tabelle II. 








Finflu8B der Neutralsalze auf die Komplexkoazervation Gelatine + Lecithin 
bei pu 4,62 und 42°. 
es x oe 
z=: a]. #| s| 2 
as Se\Ee5! Ss = 
Neutralsalz £e5 —. ~ $A ~¢€ zs Bemerkungen 
a es i* £3 = 
| = na > a 
{ 4,44 1,251 | 1,043 1,125 1,147 85 Grobe Tropfen 
Kaliumehlorid - {| 11,1 | 1,251 1,042 | 1,139 | 1,1465 94,8 kKteine . 
| 992 | 1253 11043 15149 1148 100.7. Fast klar 
2,22 | 1,254 1,045 1,137 | 1,149° 91,8  Tripfehen 
Bariumchlorid 4,44 1,253 1.044 | 1,149 | 1,148° 100.2 Kleine Tropfen 
| 6,66 | nicht gemessen Klar 
| 
Luteokobalt- 0,44 | 1,253 1,047 | 1,143 1,150 953 Trépfchen 
chlorid 1,11 1,256 1,046 1,150 1.151 99.5 Praktisch klar 


Kaliumsulfat - 


} 

\ 

{ 4,44) 1,240 1,046 1,128 1,143 89,5  tTriptehen 

| 11,1 1,246 1,044 1,141 1,145 97,3 Kleine Tropfen 
j 
\ 


Kalium- 0,67 | 1,222 1,053 | 1,120 1,137° 87,5 GréBerd Tropfen 
ferricyanid 2,22 | 1,224 1,049 | 1,134 1,136° 98,2 Leicht opaleszier. 


Die Additivitatsteilzahlen der siebenten Spalte sind in Abb. 10B 
und 10C als Funktion der Elektrolytendkonzentrationen abgesetzt. 


Hieraus ersieht man, daB die Additivitiét bei um so kleinerer 
Konzentration wieder hergestellt wird, je mehr bei einerseits gleich- 
bleibender Anionenvalenz die Kationenvalenz zunimmt (Abb. 10B), 
aber auch andererseits, wenn bei gleichbleibender Kaliumvalenz die 
Anionenvalenz zunimmt (Abb. 10C). 

Das viskosimetrische Verhalten dieses Komplexkoazervatsystems 
ist also vollkommen dasselbe, wie wir es friiher bei anderen Komplex- 
koazervatsystemen immer fanden. 

Nur insofern ist hier ein Unterschied vorhanden, als die theoretische 
Additivitatszahl schon sehr dicht angenahert sein und dann doch noch 
stets geringe Koazervation vorliegen kann. Bei etwas héheren Salz- 
konzentrationen verschwinden diese Koazervattrépfchen jedoch vollig. 
Es ist in diesem Falle anzunehmen, daB die Hauptmenge des Komplex- 
koazervats schon entbunden ist und die geringen noch iibrig gebliebenen 
Koazervattrépfchen (die iiberdies sehr wasserreich sind) wenig Einflu8 
auf die durch die Versuche bestimmte Additivitatszah] ausiiben. 


10. EinfluB der Ionenvalenzen auf die Aufhebung der Komplexkoazervation 
bei 42°. II. 


Wie schon gesagt, ist die Viskosimetrie nicht anwendbar, wenn 
man sich weiter von dem isoelektrischen Punkt der Gelatine entfernt. 


| 
| 
j 
| 
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Wir sahen uns dadurch genétigt, wieder den Grad der Aufhebung des 
Komplexkoazervats nach seinem morphologischen Charakter zu be. 
urteilen, wie das schon in Abschnitt 5 ausfiihrlicher beschreiben wurde. 

Es wurde fiir jedes untersuchte Lecithinsol das Mischungs. 
verhaltnis Gelatine/Lecithin und das py konstant gehalten und in 
Reihen der Einflu8 wechselnder Neutralsalzendkonzentrationen unter. 
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Abb. 11. 
Valenz der Kationen und Aufhebung der Gelatine—Eilecithin-(Sol 7, 8, 9)- und 
Gelatine—Sojabohnenlecithin-(Sol 2)-Komplexkoazervate. 


Ordinaten: morphologischer Charakter der Koazervatgebilde. _ 
Abszissen: Logarithmen der Neutralsalzendkonzentrationen in Aquivalenten. 


sucht. Die Reihen wurden in folgender Weise bei 42° angefertigt und 
nach etwa 15 Minuten Aufbewahren im Thermostaten beurteilt. 


Mercksches Prdparat: 2cem Lecithinsol Nr. 7 + 7 ccm Neutralsalz- 


lésung von variierter Konzentration + lecm 0,67°%iges Gelatinesol. 


pu der Mischungen = 3,88. 
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Prdparat von Poulenc: 1 cem Lecithinsol Nr. 8 + 8cem Neutralsalz. 
josung von variierter Konzentration + lcem 0,67°,iges Gelatinesol- 
pa der Mischungen = 3,54. 

Kahlbaumsches Prdéparat: 1 cem Lecithinsol Nr. 9 + 8 eem Neutralsalz- 
jésung von variierter Konzentration + 1 ccm 0,67°%iges Gelatinesol. 
pa der Mischungen = 3,69. 

Sojabohnenlecithin von Riedel (A): 1 cem Lecithinsol Nr. 2 + 8 cem 
Neutralsalzlé6sung variierter Konzentration + 1 ccm 0,67°,iges Gelatinesol. 
px der Mischungen = 3,48. 
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26 0 


zustellen, war schon in den 0,67°,igen Gelatinesolen vorhanden. 


In Abb. 11 und 12 sind die erhaltenen Ergebnisse eingetragen, in 
der erstgenannten Abbildung ist die um so starkere Aufhebung der 
Komplexkoazervation zu ersehen, wenn bei gleichbleibender Anionen- 
valenz die Valenz des Kations zunimmt, in der zweiten Abbildung 
dagegen, wenn die Valenz des Anions bei gleichbleibender Kationen- 
valenz wechselte. 
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Es muB noch bemerkt werden, daB man zwar die verschiedene); 
morphologischen Zwischenstufen schén bei der Aufhebung der Komplex. 
koazervation mit ein-ein-, ein-zwei- und zwei-einwertigen Salzen erhalt 
(Alkalichloride, Erdalkalichloride, Alkalisulfate), da®& jedoch bei Be- 
nutzung von Ionen héherer Valenz dieselben meistens nicht deutlich 
hervortreten, und die Beurteilungszahlen da nur schatzungsweise die 
Intensitat der Triibungen angeben. In diesen Fallen beruht dies bis. 
weilen darauf, daB die Salze zwar die Komplexkomponenten vonein- 
ander frei machen, aber sekundir mit dem einen der Komponenten 
Fallungen geben, die vielfach mit der Umladung dieser Komponente 
wieder verschwinden, so daB die Aufhellung dann in zwei Stufen ver. 
lauft. -Die erste bedeutende Aufhellung beruht auf der Aufhebung des 
Komplexkoazervats, es bleibt dann eine geringe Triibung bestehen 
(Flockung des einen Komponenten durch das Salz mit dem polyvalenten 
Kation oder Anion), die in der Regel bei etwas héherer Konzentration 
ebenfalls verschwindet (beruhend auf Umladung des _betreffenden 
Komponenten). 


11. Einflu8 der Ionenvalenz auf die Aufhebung der Komplexkoazervation. III. 


Da sich Sole aus dem gereinigten Praparat B von Sojabohnen- 
lecithin von Riedel nicht fiir die morphologische Beurteilung des Kom- 
plexkoazervats eignen, wurde hier die Aufhebung der Lichtabsorption 
mit dem Mollschen Apparat gemessen. 

Es wurden dazu folgende Mischungsreihen angefertigt und nach 
20 Minuten langem Aufbewahren bei 42° gemessen: 


2ecem Lecithinsol Nr. 5 + 16cem Neutralsalzlésung variierter Kon 
zentration + 2cem 0,67°%,iges Gelatinesol. 


Das px der Mischung betrug 2,89. 
Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 13 abgebildet. 
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Abb. 13. 
Anionen- bzw. Kationenvalenz 
4 und Aufhebung der Gelatine- 
Sojabohnenlecithin - Komplex- 
koazervation. 





Ordinaten: Lichtabsorption 
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Es ist wiederum gut zu ersehen, dab das Komplexkoazervat bei 
um so geringerer Endkonzentration des Neutralsalzes aufgehoben 
wird, je mehr die Valenz des Kations bei gleichbleibender Anionen- 
valenz, oder je mehr die Anionenvalenz bei gleichbleibender Kationen- 
valenz zunimmt. 


12. Weiteres tiber Komplexkoazervatsole. 


Beziiglich der Absorptionsmaxima, welche in Abb. 13 mit Kalium- 
chlorid, Kaliumsulfat und Kaliumferricyanid auftreten, sei der Haupt- 
sache nach auf Abschnitte 7 und 8 verwiesen. Bei den Maxima andert 
sich das Zeichen der kataphoretischen Ladung der Koazervatflocken- 
bzw. -trépfchen nicht, wie man vielleicht annehmen kénnte. Es wurde 
mit einer mikroskopischen Kiivette iiberall eine geringe positive Ladung 
festgestellt. Ohne zugefiigten Elektrolyten hat man ein ziemlich 
durchsichtiges System mit nur wenig sichtbaren Komplexkoazervat- 
gebilden (die sich als positiv geladen erwiesen). Man geht also von 
einem ,,Komplexkoazervatsol“ aus (Abschnitt 8). Hinzufiigung von 
Kaliumchlorid, Kaliumsulfat und Kaliumferricyanid hat nur _,,Aus- 
flockung® dieses Koazervatsols zur Folge, wobei die maximal groBen 
Koazervatgebilde (Flocke bzw. Koazervattrépfchen) in der Nahe des 
Absorptionsmaximums entstanden sind. Das positive Komplexkoazervat- 
sol ,,flockt’’ also, wie zu erwarten war, bei um so kleineren Konzentra- 
tionen aus, je mehr die Valenz des Anions zunimmt. Zugleich hat 
schon die innere Lockerung des Komplexkoazervats angefangen, die- 
selbe erhalt bei hdherer Konzentration die Oberhand, und das Komplex- 
koazervat selbst wird aufgehoben. 

Da die polyvalenten Kationen hier viel kraftiger zerstérend auf 
den Komplexkoazervationszustand selbst wirken als die polyvalenten 
Anionen, kommt diese Sachlage im Verlauf der Lichtabsorptionskurven 
der Abb. 13 nicht zum Ausdruck. DaB sie grundsatzlich auch damit 
auftreten kann, folgt aus Abb. 14, welche die Caleiumchloridresistenz 
des Komplexkoazervats Gelatine + Sojabohnenlecithinsol (Riedel B, 
Nr. 6) als Funktion des py darstellt. 

Dazu verfuhren wir auf ganz dieselbe Weise, wie in Abschnitt 6 be- 
schrieben ist, jedoch mit einem anderen Sojabohnenlecithinsol Nr. 6. 
Wir sehen auch wieder etwa bei po = 4,2 die maximale Lichtabsorpt on 
und zwischen 4,2 und etwa 3 deutlich das Zuriickbiegen der Kurven gleicher 
Lichtabsorption. Von allen Mischungen dieser Abbildung wurde die kata- 
phoretische Ladung bestimmt und dieselbe iiberall positiv gefunden, aus- 
genommen in der Mischung bei pu = 4,47 und der Calciumchloridkonzen- 
tration = 0, wo sie negativ war. Jedenfalls geht hieraus hervor, daB die 
Linie A, welche die Maxima der Kurven gleicher Lichtabsorption verbindet 
(gestrichelt) keine einfache besondere Bedeutung hat. Dasselbe gilt natiirlich 
auch fiir Abb. 9. Es liegen hier also auf diesen Linien nicht die Mischungen 
optimaler Koazervation, d.h. mit vdélliger Ausbilanzierung der positiven 
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und negativen Teilchen, mit dem Ergebnis kataphoretisch ungeladener 
Komplexkoazervatgebilde. Der wahrscheinliche Verlauf einer solchen 
Linie B mit der Ladung = 0 ist gestrichelt in Abb. 14 angegeben. 
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Abb. 14. 


Calciumchloridresistenz im Komplexkoazervationssystem Gelatine + Sojabohnenlecithin 

(Riedel B, Nr. 6) bei konstantem Mischungsverhiltnis (1 Vol. 0,67°/ iges Gelatinesol + 

1 Vol. 0,529/oiges Lecithinsol + 8 Vol. Neutralsalzlésung) und variiertem py. Die Kurven 

sind Linien gleicher Lichtabsorption (die beigefiigten Zahlen geben den prozentualen Betrag 

dieser Absorption an. Fiir die gestrichelte Kurve A besteht keine einfache kolloidchemische 

Erklarung, jedenfalls ist sie keine Linie der kataphoretischen Ladung = 0, welche etwa durch 
die gestrichelte Kurve B angegeben wird. 


Wenn man sich die Abb. 9 und 14 ansieht, so liegt bei Abwesenheit 
von Neutralsalz die maximale Lichtabsorption bei etwa px = 4,2. 
Hier flockt das Komplexkoazervatsol vollstandig aus, und hier gilt 
also, daB maximale Lichtabsorption, optimale Koazervation und 
kataphoretische Ladung = 0 zusammenfallen (was also nicht mehr 
bei Gegenwart von Neutralsalz gilt). An den entgegengesetzten Seiten 
dieses Punktes erstrecken sich aun die px-Gebiete, in denen bei Ab- 
wesenheit von Neutralsalz entweder negative oder positive Komplex- 
koazervatsole gebildet werden. Diese Verhaltnisse gelten aber nur 
fiir ein bestimmtes (und konstant gehaltenes) Mischungsverhaltnis, 
denn der Punkt vélliger Ausgleichung verschiebt sich nach anderen 
pu-Werten hin, wenn man das Mischungsverhaltnis andert. So er- 
mittelten wir graphisch aus unseren Daten, daB bei einem Mischungs- 
verhaltnis 1 Gelatinesol + 5 Lecithinsol jener Punkt bei etwa py = 2,9 
liegen wiirde. Es diirfte dabei nun kein Koazervatsol gebildet werden, 
und Natriumchlorid diirfte auch keine Erhéhung der Lichtabsorption 
mit sich bringen. Beides wurde in der Tat bei der Messung der Reihen 
von folgender Zusammensetzung gefunden: 
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leem Gelatine von 0,67°% + l14ccm Neutralsalzlésung + 5 cem 
Sojabohnenlecithin (Riedel B, Sol Nr. 5). pa der Mischungen = 2,85 
(Abb. 15). Da8 wir uns bei diesem Mischungsverhiltnis und bei dem py 
in der Tat in unmittelbarer Nahe der kataphoretischen Nulladung befanden, 
folgt auBer aus der Tatsache, daB die Mischung ohne Neutralsalz maximal 
geflockt war, auch aus der Verénderung des Zeichens der kataphoretischen 
Ladung bei Zusatz von etwas gréBeren Neutralsalzkonzentrationen. Ver- 
wandten Erscheinungen sind wir friiher in dem Komplexkoazervations- 


system Gummi arabicum + Serumalbumin bereits begegnet!. 
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Abb. 15. 
Aufhebung der Komplexkoazervation Gelatine + Sojabohnenlecithin (Riedel B, Nr. 5) bei 
konstantem Mischungsverbialtnis (1 Vol. 0,67°/9iges Gelatinesol + 5 Vol. 0,58 °/9iges Lecithinsol) 


und konstantem Py 2,85. 
Ordinaten: Lichtabsorption in °/9. Die (sehr schwach) positiv geladenen Koazervatflocken 
sind mit @, die negativ geladenen mit © angegeben. © bedeutet: Ladung unsicher. Wo 
keine Ladung mehr festzustellen war, mit Kreuzchen. 


13. Lyotrope Einfliisse auf die Aufhebung der Komplexkoazervation bei 42°. 


Wahrend, wie aus den vorhergehenden vier Abschnitten hervor- 
geht, die Wertigkeit von Kation bzw. Anion von grébBter Wichtigkeit 
fir die aufhebende Wirkung eines Neutralsalzes ist, ist sodann die 
spezifische Natur der Ionen in zweiter Linie ebenfalls von Bedeutung. 

Es wurden miteinander verglichen: Lithiumchlorid, Natriumchlorid, 


Kaliumchlorid, Kaliumnitrat, Kaliumjodid, Kaliumrhodanid, weiter 
Magnesiumchlorid, Calciumchlorid, Strontiumchlorid und Bariumchlorid. 


Die Mischungen hatten folgende Zusammensetzung: 

2 cem Sol 7 (Merck) + 7 cem Neutralsalz von variierter Konzentration 
+ leem 0,67°%,iges Gelatinesol. px der Mischungen = 3,20. 

1 cem Sol 8 (Poulenc) + 8 ccm Neutralsalz von variierter Konzentration 
+ leem 0,67°%iges Gelatinesol. px der Mischungen = 3,54. 

leem Sol 9 (Kahlbaum) + 8 ccm Neutralsalz von variierter Konzen- 
tration + 1 cem 0,67°%,iges Gelatinesol. px der Mischungen = 3,69. 


1 Diese Zeitschr. 221, 182, 1930; vgl. dort Abschnitt 11. 
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1 cem Sol 3 (Riedel) + 8 ccm Neutralsalz von variierter Konzentration 
+ leem 0,67°%,iges Gelatinesol. px der Mischungen = 3,52. 

Das Verhalten der Alkalikationen war bei allen untersuchten Kom- 
binationen eindeutig, namlich so, daB die aufhebende Wirkung in de: 
Reihenfolge der lyotropen Reihe abnimmt. 


Li > Na> K (vgl. Abb. 16). 
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Lyotrope Einfliisse der Alkali- und Erdalkalichloride bei der Aufhebung der Komplex- 
koazervation Gelatine + Lecithin. 
Ordinaten: Morphologischer Charakter der Komplexkoazervatgebilde. Die Kurven fiir KJ sind 
gestrichelt eingezeichnet. 


Bei den Erdalkalien wurde gefunden, daB die aufhebende Wirkung 
abnimmt in der Reihenfolge: 


Ca > Mg > Sr > Ba (vgl. Abb. 16). 
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Indes sind vielfach Ca und Mg einerseits und Sr und Ba andererseits 
in ihrer aufhebenden Wirkung einander ahnlich, was sogar zu der Reihe: 

Ca = Mg > Sr = Ba (vgl. Abb. 16) 
fihren kann. Nicht so regelmaBig verhielten sich die Anionen. Es 
sei hier nur mitgeteilt, daB folgendes gefunden wurde: 

Sol7: KCl = KNO, = KJ, 

Sol 8: KCl = KNO, > KJ (KJ wirkt nur etwas schwacher), 

Sol9: KCl > KJ, 

Sol3: KJ = KCNS > KNO, > KCl (vgl. Abb. 16). 

Bei den Eilecithinen wirkt also das Jodid gleich stark oder schwacher 
aufhebend als das Chlorid, beim Sojabohnenlecithin war das Um- 
gekehrte der Fall. 

Es ist anzunehmen, daf diese lyotropen Einfliisse in erster Linie 
auf das Solvatationsbestreben jedes der beiden Komplexkomponenten 
modifizierend wirken. Eine Erhéhung dieses Bestrebens wiirde also 
schon bei geringerer Neutralsalzkonzentration (d. h. bei etwas héherem 
Ladungsgegensatz) zur voélligen Aufhebung des Komplexkoazervats 
fiihren kénnen. (Vgl. Abschnitte 2 und 4.) 

Da beide Komponenten jedoch entgegengesetzt geladen sind und 
die lyotropen Einfliisse desselben Ions entgegengesetzte Wirkungen 
auf beiden Komponenten hervorrufen kénnten, sind die hier gefundenen 
lyotropen Einfliisse wahrscheinlich nur das Ergebnis zweier entgegen- 
gesetzt verlaufender Solvatationsinderungen, und vielleicht ist daher 
keine allgemein giiltige Regel fiir ihren Ausfall zu geben. 


14. Komplexkoazervatsysteme Eiwei8 + Lecithin bei physiologisch méglichen 
Milieubedingungen. 


Sollten Komplexkoazervate EiweiB/Lecithin in der lebenden 
Materie irgendwie realisiert sein (und wir halten das fiir méglich), so 
kénnten wohl nur sogenannte basische Eiweibkérper als Komplex- 
teilnehmer in\Betracht kommen, da nur sie im Gebiet der physiologisch 
méglichen pu-Werte eine positive Ladung tragen. Uberdies wiirden 
jene Koazervate im allgemeinen viel widerstandsfahiger gegeniiber 
Neutralsalzen sein miissen als z. B. die Komplexkoazervate aus Gelatine 
+ Kilecithin. 

In diesem Abschnitt werden nun Komplexkoazervate beschrieben, 
die beiden Anforderungen geniigen, so daB man hieraus feststellen 
kann, daB also Komplexkoazervate Eiwei®B + Lecithin unter physiolo- 
gischen Milieubedingungen grundsatzlich realisierbar sind. 

Zu unserer Verfiigung stand ein selbst angefertigtes Praparat von 
Clupein!, ein basischer EiweiBkérper, der nach den Angaben von 


1 Vgl. diese Zeitschr. 221, 392, 1930, Abschnitt 2. 
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Sugura Miyaka! einen isoelektrischen Punkt von px = 12,1 besitzt. 
Das Clupeinsulfatsol gibt mit Lecithinsolen Flockungen, die Komplex- 
koazervatnatur besitzen. Sie lésen sich in Neutralsalzen und dabei 
treten, wie sogleich gezeigt werden wird, wieder die Valenzreihen 
auf das deutlichste auf. 

Sie sind bei Zimmertemperatur wohl sehr wasserarm, und auch bei 
mittlerer Salzkonzentration treten keine Koazervattrépfchen auf. An. 
zeichen fiir ihre Fliissigkeitsnatur gibt nur die in Abschnitt 2 beschriebene 
mechanische Methode (Bildung von Rollen, welche hier ebenfalls ziemlich 
homogen werden, jedoch sehr bréckelig bleiben). 

Es wurde nun die Aufhebung der Flockung unter EinfluB von 
Neutralsalzen verfolgt. Zuerst wurde die Kombination mit einem 
Eilecithin untersucht. Die Mischungsreihe hatte folgende Zusammen- 
setzung: 

leem '/,.%iges gepuffertes Clupeinsol + 8cem WNeutralsalz von 
variierter Konzentration + 1 cem 1,06°,iges Lecithinsol Nr. 9 (Kahlbaum). 
pu der Mischungen mit der Wasserstoffelektrode gemessen = 7,39. 

Zur Bereitung des gepufferten Clupeinsols wurden miteinander gemischt: 


20 cem Clupeinsulfatsol von '/,%, 
10 ,,  Boraxlésung, 1/,) mol., 
90 ,, Borséurelésung, ?/; mol. 

Die Intensitaét der Flockung wurde nach 3 Stunden bei Zimmer- 
temperatur subjektiv beurteilt und in Zahlen wie folgt ausgedriickt: 

1. Starke Flockung, die auf den Boden der Reagenzréhrchen sich ab- 
gesetzt hat. 

2. Starke Flocken, die jedoch 3 Stunden noch schwebend blieben. 

3. Feine Fléckchen, von denen die ganze Fliissigkeit ein mattes und 
triibes Aussehen erhalten hat. 

4. Leichte Triibung. 

5. Die Fliissigkeit ist vollkommen klar. 

Der Zustand der Gemische zwischen 4 und 5 konnte weiter, was 
ihre Durchsichtigkeit betraf, gut mit einer friiher beschriebenen Kolo- 
phoniumskala? verglichen werden. Dieser zum Vergléich brauchbare 
Teil dieser Skala ist zwischen 4 und 5 in Abb. 17 auf der Ordinaten- 
achse eingetragen. Mit Kaliumchlorid und Kaliumsulfat wurde bei 
geniigender Konzentration véllige Aufklarung erzielt (Skalenwert 0,04). 
Die Durchsichtigkeit war ebenso groB wie die der in zwei hintereinander- 
gestellten und auf ein Zehntel verdiinnten Clupein- und Lecithinsole 
zusammen. Mit den iibrigen Neutralsalzen wurde nahezu diese véllige 


_Aufhellung erreicht (Calciumchlorid = 0,06; Luteokobaltchlorid = 0,10; 


Hexolsalz = 0,06), nicht aber mit Kaliumferricyanid (Endwert = 0,20) 


1 Sugura Miyaka, Zeitschr. f. physiol. Chem. 172, 225, 1927. 
2 H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, |. c. (vgl. dort Ab- 
schnitt 5). 
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und ebensowenig mit Kaliumferrocyanid (Aufhellung bis 0,13, darauf 
Zunahme bis 0,25). Tyiibungen ganz derselben Starke gibt jedoch 
schon das Clupeinsol selbst mit diesen beiden Salzen. Es hat also doch 
eine vollkommene Spaltung des Komplexkoazervats in die beiden 
Komponenten, von denen der eine ausflockt, stattgefunden. 
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Abb. 17. 
KinfluB der Kationen- und Anionenvalenz auf die Aufhebung der Komplexkoazervatflockung 
Clupein + Eilecithin (Kahibaum, Sol 9) durch Neutralsalze bei py = 7,39 und Zimmertemperatur. 


Ordinaten: Intensitét der Flockung (vgl. Text). 
Abszissen: Logarithmen der Salzendkonzentrationen in Aquivalenten. 


In Abb. 17 sind nicht die Neutralsalzendkonzentrationen selbst, 
sondern ihre Logarithmen als Abszissen abgetragen. 


Mit Clupein haben wir weiter auch noch das Sojabohnenlecithin B 
(Riedel) kombiniert. Da uns inzwischen der Mollsche Apparat zur 
Verfiigung stand, wurde die subjektive Beurteilungsmethode verlassen 
und die Lichtabsorption nach 20 Minuten Stehen bei Zimmertempe- 
ratur gemessen. In dieser kurzen Zeit setzten sich noch kleine 
Flocken am Boden ab. Die Mischungen hatten die Zusammen- 
setzung: 

2ccem 0,52°,iges Lecithinsol Nr. 6 (Riedel B) + 16cem Neutralsalz 
von variierter Konzentration + 2ccm '/,,°%,iges gepuffertes Clupein. 
pu der Mischungen mit der Wasserstoffelektrode gemessen = 7,44. 


Das gepufferte Clupeinsol hatte dieselbe Zusammensetzung wie bei 
den vorigen Komplexkombinationen. 


Die Mischungen wurden in der angegebenen Reihenfolge hergestellt, 
also das Clupein zuletzt hinzugefiigt. Die Reihenfolge des Zusammen- 
fiigens hat bei diesem System EinfluB auf das Endresultat; das gilt 
im besonderen MaBe fiir die Durchsichtigkeit im Gebiete der sehr 
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kleinen Neutralsalzendkonzentrationen (z. B. fiir das Gebiet von () 
bis 0,1 Milliaquivalenten). Jedenfalls hat man es hier bei Abwesenheit 
von Neutralsalzen wiederum mit der Bildung eines Komplexkoazervat. 
sols (Abschnitte 7, 8 und 12) zu tun, es tritt bei kleinen Elektrolyt. 
konzentrationen Flockung auf, wodurch die Lichtabsorption zunimmt 
(von einem Anfangswert etwa 40 bis 50° Lichtabsorption bis etwa 70 bis 
80°). In diesem Gebiet sind jedoch die Mischungen schwer reprodu- 
zierbar, und die Lichtabsorptionskurven nehmen einen anderen Verlauf, 
wenn man nicht das Clupein, sondern das Lecithin zuletzt hinzufiigt. 
In Abb. 18 wurden nur die Teilstiicke der Kurven abgebildet, die gut 
reproduzierbar sind und die uns gerade am meisten interessieren, da 
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Abb. 18. 
EinfiluB der Kationen- und Anionenvalenz auf die Aufhebung der Komplexkoazervatflockung 
Clupein + Sojabohnenlecithin (Riedel B, Sol Nr. 6) bei py = 7,44 und Zimmertemperatur 
Ordinaten: Lichtabsorption in °/9. F 
Abszissen: Logarithmen der Salzendkonzentrationen in Aquivalenten. 
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es sich um die Aufhebung der Komplexkoazervatgebilde selbst handelt. 
Wie aus der Abb. 18 ersichtlich, ist auch hier wiederum die Valenz 
der Ionen von ausschlaggebender Bedeutung. 

Es sollen noch einige Bemerkungen hinzugefiigt werden: Vergleicht 
man Abb. 18 mit Abb. 17, so ergibt sich ein Unterschied, was den Endwert 
der Durchsichtigkeit der Mischungen bei hohen Kaliumferri- und Kalium 
ferrocyanid-Konzentrationen betrifft. Wahrend in Abb. 17 der Endwert 
erreicht wird, den das Clupeinsol fiir sich allein schon mit den genannten 
Salzen gibt, ist das hier nicht der Fall (es wurde fiir Clupein allein mit 
Kaliumferricyanid ein Endwert von etwa 48°, und mit Kaliumferrocyanid 
ein Endwert von etwa 52°, Lichtabsorption gefunden). Bei Gegenwart 
von Lecithin wurden die Mischungen (vgl. Abb. 18) viel klarer (5 bzw. 
10,5% Lichtabsorption). Es scheint, daB hier das aus dem Komplex in 
Freiheit gesetzte hydrophile _Lecithinsol die sonst auftretende Clupein- 
flockung verhindert bzw. deren zuerst in ultramikroskopischen Dimensionen 
auftretenden Clupeinkoazervattrépfchen gegen Ausflockung schiitzt. Ist 
diese Erklarung richtig, so hatten wir hier wiederum ein Beispiel eines 
,, Koazervatsols™,. 


15. Die Elektrolytresistenz der Komplexkoazervate Eiwei8 + Lecithin. 


Der in den vorhergehenden Abschnitten untersuchte aufhebende 
EinfluB der Neutralsalze wurde, wenigstens was die Kombination mit 
Gelatine betrifft, bei nahezu optimalem px gemessen, wo also die 
Maxima der oberen Kurven der Abb. 7, 8 und 9 liegen! (vgl. Abschnitte 5 
und 6). In Tabelle III sind nun die Neutralsalzendkonzentrationen in 
Millidquivalenten zusammengestellt, wobei die Komplexkoazervation 
eben aufgehoben war. Da jedoch die Kombination des Sojabohnen- 
lecithins B sowohl mit Gelatine als auch mit Clupein mit dem Mollschen 
Apparat gemessen wurde und dadurch jene Elektrolytresistenz den 
ibrigen gegeniiber flattiert erscheinen wiirde, wurden fiir diese Kom- 
binationen die Elektrolytkonzentrationen eingefiillt, bei denen die 
Lichtabsorption nur bis auf 20°, erniedrigt worden war. 


Die untersuchten Kombinationen sind in der Reihenfolge von 
steigender Elektrolytresistenz Kaliumchlorid bzw. Natriumchlorid 
gegeniiber untereinander gestellt. Im allgemeinen steigt nun auch die 
Resistenz gegeniiber den anderen Neutralsalzen. 


Man bemerkt nun, daB die Neutralsalzresistenz deutlich von der 
individuellen Natur der beiden Komplexteilnehmer abhangt. Die 
kleinste Resistenz zeigen die Kombinationen von Gelatine mit den 
Eilecithinen, gréBere die Kombinationen von Gelatine mit den Soja- 
bohnenlecithinen, viel gréBere schlieBlich die Kombination mit Clupein, 


‘1 Nur die Kombination Gelatine + Lecithinsol Nr. 7, welche bei 
pu 3,88 untersucht wurde, bildet eine Ausnahme, denn das Maximum 
befindet sich bei etwa pu = 3,2 (vgl. Abb. 7). 
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in denen wiederum die Gliederung in bezug auf den Lecithintypus 
stark hervortritt. 

Man kénnte obige RegelmaBigkeit auch so ausdriicken, daB man 
Gelatine und Eilecithin ,,schwache“, Clupein und Sojabohnenlecithin 
_starke“ Komplexteilnehmer nennt. Die Kombination zweier 
.schwacher“ Komplexteilnehmer ergibt dann wenig resistente, die 
Kombination von zwei starken dagegen sehr resistente Komplex- 
koazervate. 

Auf Grund der in Abschnitt 2 entwickelten Theorie des inneren 
Gleichgewichtes eines Komplexkoazervats scheint es uns, daB die 
, Starke“ eines Komplexteilnehmers eine komplizierte Funktion der 
kapillarelektrischen und Solvatations-Eigenschaften der betreffenden 
Kolloidsubstanz ist. 


Schwierigere Entladbarkeit oder (und) kleineres Solvatations- 
bestreben eines Komplexteilnehmers werden ja im allgemeinen die 
Neutralsalzresistenz eines Komplexkoazervats, an dem er beteiligt 
ist, erhdhen, leichtere Entladbarkeit oder (und) gréBeres Solvatations- 
bestreben werden dagegen die Resistenz herabsetzen. 

Anzeichen, daB die verschiedene ,,Starke‘‘ der hier untersuchten 
Lecithinsole vornehmlich durch Unterschiede in den elektrischen 
Eigenschaften bedingt sind, liefert ein Vergleich mit den Befunden der 
vorhergehenden Mitteilung! (vgl. dort Abb. 2 und 3 und Abschnitt 7). 
Fir die mit Resorcin oder Alkohol desolvatierten Lecithinsole findet 
man auch dort verschiedene Elektrolytempfindlichkeit. Ordnet man 
jene Lecithinsole in die Reihenfolge von abnehmender Elektrolyt- 
empfindlichkeit, so ergibt sich die Reihe der Lecithinsole geordnet 
nach zunehmender ,,Starke“ der Komplexteilnehmer in den Kom- 
binationen Gelatine + Lecithin der Tabelle LI. 


Dagegen scheint es uns, daB die verschiedenen ,,Starken‘ von 
Gelatine und Clupein zum Teil durch Verschiedenheiten im Solvatations- 
bestreben bedingt sind. Anzeichen fiir geringeres Solvatationsbestreben 
des Clupeins liefert die Tatsache, daB dieses EiweiB nach den Angaben 
von Kossel im Gegensatz zu Gelatine bei seinem isoelektrischen Punkte 
nicht stabil ist, sondern koazerviert?. 


16. Lecithine als positivy geladene Komplexteilnehmer. 


Die Eilecithine haben etwa bei px = 2,7 einen isoelektrischen 
Punkt. Theoretisch konnte also erwartet werden, daB bei etwas 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R. F. Westerkamp, |. c. 
2 Vgl. H.G. Bungenberg de Jong u. H. R. Kruyt, Proc. Roy. Acad. 
Amsterdam 32, 849, 1929 und Kolloidzeitschr. 50, 39, 1930. 
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kleinerem px, wo die Lecithinteilchen also positiv geladen sind, auc} 
Komplexkoazervation mit negativen Solen auftreten kann. Wir unter. 
suchten dies mit Sol Nr. 8 (Poulenc) und fanden, daB dies ohne weitere. 
mit Thymusnucleinséure gelingt. Das Koazervat léste sich auch in 
Neutralsalzen. Als wir dagegenein Komplexkoazervat Lecithin—Gummi 
arabicum zu verwirklichen suchten, gelang uns das nicht. Nun wissen 
wir aus friiheren Versuchen, daB die Komplexkoazervate Gelatine 
+ Gummi arabicum wenig elektrolytresistent, dagegen die Komplex.- 
koazervate Gelatine + Thymusnucleinsaure viel starker resistent sind 
Im obigen Sinne ist also Thymusnucleinsdure ein starkerer Komplex- 
teilnehmer als Gummi arabicum. Das Miblingen der Komplexkoazerva- 
tion Lecithin—Gummi arabicum konnte also darauf beruhen, daB die 
effektive Anziehung nicht groB genug ist, um die AbstoBung dure) 
das Solvatationsbestreben der beiden Komponenten zu iiberwinden 
Das Gummi arabicum-Teilchen ist gewiB viel starker solvatiert als 
das Thymusnucleinsdureteilchen (wie das aus Viskositaétsmessungen 
geschlossen werden kann und weiter aus dem Stabilitatsverhalten folgt 
Gummi arabicum flockt bei Entladung nicht aus, Thymusnucleinsiure 
aber wohl, und zwar bei etwa px = 1). 

Es war also zu erwarten, dab die genannte Komplexkoazervation 
mit Gummi arabicum zu erzwingen sein wiirde, falls man das 
Solvatationsbestreben erniedrigen konnte. Das gelang nun in der Tat, 
wenn man den beiden Solen etwa 30°, Alkohol zugab, wobei sie beide 
fiir sich stabil blieben, aber miteinander das gesuchte Komplex. 
koazervat bildeten. 

Die Komplexkoazervate mit Lecithin als positivem Komplex- 
teilnehmer sind wohl nur in theoretischer Hinsicht interessant, da sie 
sich aber nur bei pxa-Werten unterhalb 2,7 bilden kénnen, werden sie 
wohl nie in der Natur verwirklicht sein. 


Versuchsergebnisse. 


1. Aus fiinf verschiedenen Handelspraparaten hergestellte hydro. 
phile Lecithinsole bilden mit allen darauf untersuchten EiweiBk6rpern 
(Gelatine, Ichthyocoll, Casein, Eialbumin, Clupein) Komplexkoazervate. 

2. Die Komplexkoazervation ist bei den Kombinationen Gelatine 
+Eilecithine streng beschrankt auf das pg-Gebiet zwischen den zwei 
isoelektrischen Punkten (etwa 4,8 bis etwa 2,7). (Diese und alle folgenden 
Versuchsserien mit Gelatine geschahen bei 42°.) 

3. Bei der Kombination Gelatine + Sojabohnenlecithin erstreckt 
sich die Komplexkoazervation vom isoelektrischen Punkt der Gelatine 
ab bis etwa pu = 2 hin. (Die Sojabohnenlecithine werden bei etwas 
niedrigerem px vollig entladen, ohne daB wir deutliche Anzeichen fii 
das Vorhandensein eines isoelektrischen Punktes fanden.) 
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4. Die Komplexkoazervate Gelatine + Lecithin sind in der Nahe 
des isoelektrischen Punktes der Gelatine als gut fliissige Trépfchen 
(and sogar als Schichten) zu erhalten. Im mittleren Teil des oben 
genannten px-Gebietes entstehen nur ,,Flocken‘, deren grundsatzliche 
Fliissigkeitsnatur jedoch erwiesen werden konnte. Die Fléckchen sind 
somit aus zusammenhangenden, sehr kleinen Koazervattrépfchen auf- 
gebaut und flieBen nur schwierig zu gréBeren Tropfen zusammen. 

5. Bei jedem py im oben genannten pxy-Gebiet kénnen diese Flocken 
schnell zu gréBeren, gut sichtbaren Trépfchen zusammenflieBen, wenn 
eine geniigende Neutralsalzkonzentration vorhanden ist. Die Trépfchen 
zeigen im elektrischen Gleichstromfelde den Biichner-Effekt und die 
Desintegrationserscheinungen. Bei noch gréBeren Konzentrationen 
wird das Komplexkoazervat aufgehoben. 

6. Es wurde eine Theorie des inneren Gleichgewichts eines Kom- 
plexkoazervats gegeben, die nicht nur imstande ist, die unter 4. und 5. 
genannten Anderungen (Flocken <> Klumpen “> Trépfchen) zu er- 
kliren, sondern auch mit allen weiteren Erfahrungen tiber Komplex- 
koazervation im Einklang steht. 

7. Die Neutralsalzresistenz ist Null bei den beiden isoelektrischen 
Punkten und steigt im dazwischen liegenden py-Gebiet zu einem 
Maximum an. 

8. Es wurde mit Hilfe verschiedener MeBmethodei: (Viskosimetrie, 
Beurteilung des morphologischen Charakters der Koazervatgebilde, 
Messung der Lichtabsorption) gezeigt, daB ein Neutralsalz bei um so 
geringerer Konzentration die Komplexkoazervation aufhebt, je mehr 
bei gleichbleibender Valenz des Kations die Valenz des Anions zunimmt, 
aber auch je mehr bei gleichbleibender Valenz des Anions die Valenz 
des Kations zunimmt. 

9. Von viel geringerer Bedeutung als die Valenz ist die spezifische 
Natur der Ionen. Die aufhebende Wirkung der Kationen nimmt wie 
folgt ab: 

Li> Na > K 

Ca > Mg > Sr> Ba 
oder 

Ca = Mg > Sr = Ba. 


Die Anionenlyotropie ist meistens undeutlich ausgepragt und iiberdies 
nicht bei allen untersuchten Kombinationen dieselbe. 


10. Es wurde weiter die Komplexkoazervation in den Kombina- 
tionen Clupein + Lecithin bei py = 7,39 und 7,44 studiert (Zimmer- 
temperatur). Es entstehen hier nur Flocken, deren grundsitzliche 
Flissigkeitsnatur wahrscheinlich gemacht werden konnte. Bei der 
Aufhebung dieser Komplexkoazervate mit Neutralsalzen konnten 
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wir das Hindurchgehen durch ein gut fliissiges Stadium nicht deutlich 
feststellen. Es gelten hierbei, was die Anionen und Kationenvaleny 
angeht, dieselben RegelmaBigkeiten, wie unter 8. mitgeteilt wurde. 

11. Es wurden gewisse kolloide Systeme héherer Ordnung, in 
denen ultramikroskopische Komplexkoazervattrépfchen in ihrer Gleic})- 
gewichtsfliissigkeit dispergiert sind, deren Zustand mit dem Zustand 
hydrophober Solteilchen vergleichbar ist, mit dem Ausdruck ,,Komplex- 
koazervatsole“ bezeichnet. Weiteres iiber die Eigenschaften diese 
Systeme wurde mitgeteilt. 

12. In den Komplexkoazervaten Clupein + Lecithin haben wir 
Beispiele von Komplexkoazervaten EiweiB + Lecithin, welche im 
Gebiet der physiologisch méglichen pu-Werte und Salzkonzentrationen 
existenzfahig sind. 

13. Die Neutralsalzresistenz der verschiedenen Komplexkoazervate 
Eiweib — Lecithin hangt deutlich von der individuellen Natur der beiden 
Komplexteilnehmer ab. Die Komplexkoazervate mit Clupein sind 
resistenter als die mit Gelatine, ebenso die mit Sojabohnenlecithin 
resistenter als die mit Eilecithin. Es wird dies, was die Lecithin- 
komponente betrifft, der schwierigeren Entladbarkeit des Sojabohnen- 
lecithins zugeschrieben. 

14. Es konnte gezeigt werden, daB etwas unterhalb py = 2,7 
Eilecithin auch als positiv geladener Komplexteilnehmer mit negativen 
Kolloiden auftreten kann, so mit Thymusnucleinséure und Gummi 
arabicum (mit letzterem nur bei Gegenwart von 30°%, Alkohol). 
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Uber die biochemische Hydratisierung der Fumarsiure 
durch pflanzliche Zellen und Hefe. 


Von 
Kurt P. Jacobsohn. 
(Aus dem Institut Rocha Cabral, Lissabon.) 


(Eingegangen am 28. Februar 1931.) 


Schon vor mehr als einem Jahrhundert war die Fumarsaure durch 
ihre Auffindung in héheren Pflanzen! Gegenstand der biologischen 
Forschung. 


Sie wurde spater auch in verschiedenen Pilzarten nachgewiesen und 
rickte durch ihre Isolierung aus frischem Rindfleisch durch Hinbeck? im 
Salkowskischen Institut in den Mittelpunkt der Untersuchungen iiber den 
tierischen Stoffwechsel. Schon vorher hatten Battelli und Stern®, angeregt 
durch Thunbergs* Mitteilungen iiber die atmungssteigernde Wirkung der 
Bernsteinsiure, Fumarsaure und Apfelsaéure, die ,,Oxydation“‘ dieser Sauren 
in der tierischen Zelle experimentell sichergestellt. Battelli und Stern 
glaubten an direkte Bildung von Apfelséure aus der Bernsteinséure. Erst 
Einbeck® konnte durch Muskelbreiversuche zeigen, daB von Bernsteinsiéure 
iquivalente Mengen von Sauerstoff verbraucht werden, und da erst die 
dadurch gebildete Fumarsaéure unter Wasseranlagerung in gréBerem Um- 
fang in Apfelsaure umgewandelt wird. Bald darauf machte Dakin® auf einen 
Irrtum EHinbecks aufmerksam, indem er feststellte, daB Einbecks Beobachtung 
der Bildung von inaktiver Apfelsiure auf einem Versuchsfehler beruht; 
in Wirklichkeit geht die Fumarsaure in optisch aktive, und zwar in ]-Apfel- 
siure, iiber. Dieses Ergebnis stiitzt die Hypothese Battellis und Sterns’, die 
annehmen, da die durch fast alle tierischen Gewebe bewerkstelligte 
.Hydratisierung** der Fumarséure ebenso wie die von ihnen beobachtete 
Reversion des Prozesses auf enzymatischem Wege vermittels eines spezi- 
fischen Fermentes, der ,,Fumarase‘, vonstatten gehe. Battelli und Stern 


1 Pfaff, Bercelius Jahresber. 7, 216, 1826; Winkler, Ann. d. Chem. 
u. Pharm. 4, 230, 1833; Probst, ebendaselbst 31, 241, 1839; Wicke, eben- 
daselbst 87, 225, 1853. 

2 H. Einbeck, H. 90, 301, 1914. 

3 F. Battelli u. L. Stern, Compt. rend. Soc. biol. 69, 301, 370, 552, 1910; 
diese Zeitschr. 30, 172; 31, 478, 1911. 

4 T. Thunberg, Skand. Arch. Phys. 22, 430, 1909. 

5 H. Einbeck, diese Zeitschr. 95, 296, 1919. 

6 H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 52, 183, 1922. 

? F. Battelli u. L. Stern, Compt. rend. Soc. biol. 84, 305, 1921; s. auch 
Ber. ges. Physiol. 6, 124, 1921. 
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(l. c.) waren es auch, die zuerst an den enzymatischen Charakter der von 
ihnen beobachteten Oxydationsprozesse geglaubt hatten; sie unterschieden 
freilich noch zwischen den an die Zelle gebundenen ,,Oxydonen* und den 
wasserléslichen ,,Oxydasen“!. Thunberg? blieb es vorbehalten, die Wirkung 
dieser ,,Oxydationsfermente“ mit Hilfe seiner anaeroben Akzeptormethodik 
als .,Dehydrierungen** (im Sinne Wielands) zu kennzeichnen, die durch 
spezifische Enzyme, die ,,Dehydrasen‘*, vermittelt wiirden. Schiilern 
Thunbergs gelang auch die Isolierung der ,,Succino-Dehydrase‘*. Daj 
auch unter den anaeroben Arbeitsbedingungen Thunbergs die Bernstein 
séure, ebenso wie bei der Einwirkung von Sauerstoff, durch tierische 
Gewebe zu Fumarséiure dehydriert und diese dann zu Apfelsdiure hydra. 
tisiert wird, bewiesen dann die quantitativen Untersuchungen von Hai) 
und Haarmann* und gleichzeitig eine Arbeit von F’. Gottwald Fischer®, dic 
Methylenblau als Akzeptor des Dehydrierungswasserstoffs anwendeten. 
Diese Ergebnisse zusammen mit den Arbeiten Thunbergs sind ein wichtiger 
biologischer Grundpfeiler der Wielandschen Dehydrierungstheorie; s 
stiitzen auBerdem die ,,allgemeine Theorie des oxydativen Abbaues der 
einfachen Nahrungsstoffe‘* Thunbergs, deren experimentelle Grundlage 
eng mit den Namen Baéelli und Stern, Einbeck, Wieland und Neubery 
verkniipft ist. 


e 


Man nimmt heute allgemein an, daB der endgiiltige .,oxydative™ 
Abbau der einfachen Bausteine der Kohlenhydrate wie auch der Fett- 
séuren und der Proteine grundsatzlich auf demselben Wege im Tierkérper 
verlauft. Das Reaktions-schema sieht die Essigsiure als erstes gemein- 
sames Glied der drei Abbauprozesse vor, diese wird zu Bernsteinsiure 
dehydriert, und letztere dann zu Fumarséure. Durch ihre Hydrati- 
sierung zu Apfelséure nimmt dann die Fumarsaéure den zur weiteren 
Dehydrierung zur Oxalessigséure notwendigen Sauerstoff auf; die letztere 
wird, wie Neuberg schon vor 20 Jahren bewiesen hat, durch Carboxylase 
unter Entwicklung von CO, iiber die Brenztraubenséure zu Acetaldehyd 
abgebaut*, der nach seiner .,Oxydation‘* zu Essigsiure als Anfangsglied 
des erneuten Abbaues nach demselben Mechanismus zu betrachten ist. 
Dieser liefert als Endprodukt nur CO,; der abgespaltene Wasserstoff 
diirfte durch den Sauerstoff der Luft (eventuell nach Aktivierung des mole- 
kularen Sauerstoffs durch besondere Fermente) als Wasser entfernt werden. 
Die Stufenfolge des Schemas ist zum Teil durch die erwaéhnten Unter- 
suchungen iiber den Abbau der Bernstein- und Fumarsaure gut begriindet ’; 


' F. Batteli u. L. Stern, Compt. rend. Soc. biol. 74, 212, 1913; diese 
Zeitschr. 52, 227, 253, 1913. 

2 T. Thunberg, Skand. Arch. Phys. 24, 23, 1910; 25, 37, 1911; 38, 223. 
1916; 85, 163, 1917; 40, 1, 1920. 

3’ EF. Ohlsson, ebendaselbst 41, 77, 1921; EZ. Widmark, ebendaselbst 41. 
200, 1921; H.Grénwall. ebendaselbst 44, 200, 1923. 

4 A. Hahn u. W. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 87, 107, 1928; 89, 159, 
1929. 

5 F.G. Fischer, C. 1928, I, S. 78. 

6 C. Neuberg u. L. Tir, diese Zeitschr. 82, 330, 1911; C. Neuberg u. 
L. Karczaqg, ebendaselbst 36, 72, 1911; vgl. auch P. Mayer, ebendaselbst 50, 
283, 1913. 

7 Siehe hierzu J. H. Quastel u. M.D. Wetham, Ber. d. ges. Physiol. 
28, 468, 1924. 
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auch die Dehydrierung der Apfelsiure zu Oxalessigsiure gewinnt durch 
die Arbeiten von Hahn, Haarmann und Fischbach! im Zusammenhang 
mit den voraufgegangenen Beobachtungen von Newberg und Gorr? sowie 
P. Mayer® an Wahrscheinlichkeit. Eine schier untiberwindliche Schwierig- 
keit war es nur immer, die auch thermodynamisch (Wieland) gut mégliche 
Dehydrierung der Essigséure zur Bernsteinséure experimentell zu beweisen. 
Wohl gelang es Thunberg* und anderen Autoren, im Akzeptorversuch die 
Dehydrierung der Essigsiure durch den Muskel zu beobachten, jedoch ist 
ihr Abbau zu Bernsteinséure mit tierischem Gewebe noch unbewiesen. 

Bei Mikroorganismen ist dies aber jiingst gelungen. Butkewitsch und 
Fedoroff® stellten experimentell fest, da sich bei der Eimwirkung ver- 
schiedener Pilzarten, wie Mucor stolonifer, auf Essigsiure sowohl Bernstein- 
siure wie Fumarsaéure ,,anhaéuften‘*. Ihre Befunde machen die kiinftige 
Ausfiillung der letzten’ Liicke im Reaktions-schema der ,,Oxydations- 
theorie’* recht wahrscheinlich. Biochemische Umbildung der Essigséure 
durch Schimmelpilze unter Isolierung verschiedener organischer Séuren 
erzielten kiirzlich auch Chrzaszcz und Tiukow®. 

Mikroorganismen hatten schon friiher zu Untersuchungen iiber die 
biologische Rolle der Fumarséure gedient. So beobachtete Quastel? in 
Versuchen mit B. pyocyaneus den Abbau der Bernsteinséure und Fumar- 
siure zu niederen Fettsaiuren, und Quastel und Wetham (1. c.) bei dem- 
selben Bakterium wie auch bei B. coli die Einstellung eines Gleichgewichtes 
zwischen Bernsteinsiure und Fumarsiure. Uber die Hydratisierung der 
letzteren stellte B. Woolf* Untersuchungen an. Der Autor beobachtete 
in Ubereinstimmung mit den Verhaltnissen im Tierkérper auch in Gegen- 
wart des ,.ruhenden*’ #. coli ein Gleichgewicht Fumarsaure “> 1-Apfel- 
siure, das auch Challenger und Klein® bei Versuchen mit Aspergillus niger 
erhielten. 

Uber die Einwirkung der Hefe auf die Fumarsaéure werde ich 
an Hand eigener Untersuchungen weiter unten berichten. 

Das Ergebnis der erwahnten Arbeiten iiber die Umsetzung 
der Fumarsaiure durch tierische Gewebe und durch Mikroorganismen 
ist die Hydratisierung dieser Dicarbonsdure zu optisch aktiver Apfel- 
siure ; diese Reaktion ist also, wie auch die vorangehenden und folgenden 
Prozesse des erwahnten Reaktions-schemas, naimlich die Dehydrierung 
der Apfelsiure, Bernsteinséure und Essigsiure und die carboxylatische 
Spaltung der Oxalessigsféure, durchaus nicht vereinzelt in der Natur; 
ihre Verbreitung ist vielmehr eine Stiitze fiir die Anschauung, daB die 


1 4. Hahn u. W. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 87, 465, 1928; 88, 91, 
1929; A. Hahn, W. Haarmann u. W. Fischbach, ebendaselbst 88, 587, 1929. 
C. Neuberg u. G.Gorr, diese Zeitschr. 154, 495, 1924. 

P. Mayer, ebendaselbst 156, 300, 1925. 
T. Thunberg, Skand. Arch. Phys. 25, 37, 1911. 

5 WIL. S. Butkewitsch u. M. W. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 302, 
219, 87, 1930. 

6 T. Chrzaszcz u. D. Tiukow, ebendaselbst 229, 343, 1930. 

J. H. Quastel, Ber. ges. Physiol. 27, 201, 1924. 
B. Woolf, ebendaselbst 52, 326, 1930. 
F.. Challenger u. L. Klein, ebendaselbst 55, 678, 1930; C. 1929, II, 8. 2213. 
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oxydative Spaltung der Kohlenhydrate, der Fettséuren und Amino 
séuren grundsatzlich auf demselben Wege in tierischen und in vegeta 
bilischen Zellen verlauft. 


Daher schien mir die Aufgabe lohnend, den Stoffwechsel der héher 
entwickelten Pflanzenwelt unter dem Gesichtspunkt der Parallelitat der 
erutihnten biochemischen Umsetzungen zu betrachten; und zwar sollt: 
die Einwirkung pflanzlicher Préparate auf die Fumarsdure Gegenstand 
der Untersuchungen sein, da hieriiber meines Wissens noch keinerlei 
Erfahrungen in der Literatur vorliegen. Versuche dariiber schienen 
mir um so aussichtsreicher, als einzelne Stufen des Reaktions-schemas 
der ,,allgemeinen Theorie des oxydativen Abbaues der  einfachen 
Nahrungsstoffe“ schon durch die Dehydrierungsversuche Thunbergs 
mit seiner Methylenblaumethode auch fiir den pflanzlichen Stoffwechsel 
wahrscheinlich geworden sind. So wurde die Succino-Dehydrase von 
Thunberg und seinen Schiilern in pflanzlichen Zellen neben anderen 
Dehydrasen entdeckt!; und ebenso wurde die ,,Malico-Dehydrase‘ 
durch Nitzescu und Cosma? z. B. in der Bohne und Soja gefunden. 
Dasselbe Ferment konnte auch nach eigenen, noch unver6ffentlichten 
Untersuchungen in einer groBen Zahl anderer Samen héherer Pflanzen 
nachgewiesen werden. Da diese auch die zum Endabbau erforderliche 
Carboxylase enthalten, zeigen die Arbeiten von Bodnar, Boas und von 
Zaleski und Marz*, die sich der bekannten Neubergschen Methode 
bedient haben. Der Nachweis der Umwandlung der Fumarsiure 
in Apfelsiure in der pflanzlichen Zelle wiirde also eine Liicke im 
Reaktionsmechanismus ausfiillen. 


Die Analogie der Abbaustufen beschrankt sich zudem nicht auf 
die oxydative Phase des Stoffwechsels, sondern, um nur ein Beispiel 
herauszugreifen, so beweisen die Untersuchungen von Newberg und 
Kobel* ,,iiber den Kohlenhydratstoffwechsel der héheren Pflanzen’, 
daB das Methylglyoxal Hauptzwischenprodukt der nicht oxydativen 
Spaltung der Kohlenhydrate im Pflanzensamen ist, so wie dieses schon 
vorher, gleichfalls im Neubergschen Institut, von M. Vogt® fiir die 
tierische Zelle bewiesen worden war. 

Meine Versuche iiber die Hydratisierung der Fumarsaure zu Apfel- 
siure bzw. iiber die Reversion dieses Prozesses unter der Einwirkung 


1 T. Thunberg u. Mitarbeiter, siehe Oppenheimer, Die Fermente, II, 
8S. 1709. 

2 J. J. Nitzescu u. J. Cosma, Compt. rend. Soc. biol. 89, 1247, 1923. 

3’ J. Bodnar, diese Zeitschr. 78, 193, 1915; Fr. Boas, C. 1916, I, 8. 431: 
W. Zaleski u. E. Marz, diese Zeitschr. 47, 184, 1912; 48, 175, 1913; Ber. 
Bot. Ges. 31, 353, 1913; 32, 457, 1914. 

4 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 229, 433, 1930. 

5 M. Vogt, ebendaselbst 211, 17, 1929. 
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héherer Pflanzen wurden mit Pisum sativum und Phaseolus vulgaris an- -* 
gestellt. Und zwar gelangten sowohl die frischen Samenpflanzen wie 
Aceton-trocken-praparate und Safte zur Anwendung. Als Substrate der 
pflanzlichen Hydratisierung bzw. der Umkehrung des Vorganges dienten 
auf der einen Seite Fumarséure, andererseits l- sowie racemische Apfel- 
siure, um so zu einem eindeutigen Urteil iiber die Bedingungen des zu 
erwartenden Gleichgewichtes zwischen diesen beiden Séuren zu gelangen; 
und zwar wurden alle Untersuchungen mit neutralen Fermentlésungen 
angestellt, die 2°,ig in bezug auf die freien Carbonséuren waren. Die 
Versuchsansétze wurden in verschlossenen Flaschen in Gegenwart von Toluol 
etwa eine Woche im Brutschrank von 37° belassen. Der Fortschritt der 
Hydratisierung der Fumarséure wurde polarimetrisch verfolgt, indem die 
zunehmende Linksdrehung der Versuchslésungen in Gegenwart von Uranyl- 
acetat auf die allmahliche Bildung von 1-Apfelsdiure schlieBen lieB. Diese 
qualitative Priifung wurde bei einer Anzahl von Ansaétzen mit Fumarséure 
bzw. mit Apfelsiéure, als Substraten der biochemischen Umsetzungen, zu 
einer quantitativen Bestimmung der jeweiligen Konzentrationen an |-Apfel- 
siure in aliquoten Teilen der Versuchsfliissigkeit erweitert. Zur genaueren 
Bestimmung des Gleichgewichtes wurde dessen Lage in den Versuchen mit 
Aceton-trocken-erbsen auch gravimetrisch bestimmt, indem zu Versuchs- 
beginn, in der Mitte und bei Versuchsabbruch aliquote Teile des Versuchs- 
ansatzes entnommen wurden, das Siéuregemisch mit Ather extrahiert 
wurde, und dann die Fumarséure nach der Methode von Hahn und Haar- 
mann (1. ¢.) direkt als Mercurosalz, die Apfelséiure nach ihrer Uberfiihrung 
in Fumarsaure gleichfalls als Mercurofumarat gefallt und gewogen wurde. 
Dies erwies sich als um so notwendiger, als es sich bei der Identifizierung 
der Reaktionsprodukte im Verlauf der Aufarbeitung der Ansaétze heraus- 
stellte, daB sich unter dem Einflu8 der Erbsen auBer den erwarteten 
Produkten zu einem geringen Teil auch Milchséure gebildet hatte, so daB 
aus der polarimetrischen Bestimmung der |-Apfelsiiure allein nicht mehr 
unbedingt auf den Gehalt der Versuchsfliissigkeit an Fumarséure geschlossen 
werden konnte. Es zeigte sich jedoch, da die Milchséure nur in geringen 
Mengen auftrat, so da8 die Fumarsaure- und Apfelsiéiuremengen zusammen 
praktisch den Dicarbonséure-konzentrationen zu Versuchsbeginn  ent- 
sprachen. Die Milchsiure wurde vermége der Léslichkeit ihres Bleisalzes 
von den anderen Siéuren getrennt und als Zinksalz bestimmt. lLhr Auftreten 
konnte erwartet werden, da nach Beobachtungen von H. Miiller' die 
Fumarséure durch frische Hefe unter Bildung von Milchséiure carboxy- 
latisch zerlegt werden soll. Die Apfelsiure wurde, abgesehen von den 
polarimetrischen und gravimetrischen Bestimmungen, auch noch in sub- 
stancia vermége der Unléslichkeit ihres Bleisalzes nach den Angaben 
Dakins (1. c.) isoliert und durch die Reaktionen von Denigés und von 
Barfoed identifiziert. Sie trat immer in ihrer linksdrehenden Form auf. 
Bei der Fumarsaure beschrinkte ich mich auf die Fallung ihres charak- 
teristischen Hg-Salzes und die Ermittlung des Schmelzpunktes. 


Das Hauptergebnis der angestellten Versuche laBt sich kurz dahin 
zusammenfassen, daB sich, von welcher der beiden Sauren auch aus- 
gegangen wurde, unter der Einwirkung der pflanzlichen Praparate 
ein Gleichgewicht ausbildete, in dem etwa 20 bis 40° der Fumarsaure 


1 H. Miller, Helv. Chim. Acta 5, 163, 1922. 
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80 bis 60°, Apfelsiure (als Fumarsiure berechnet) die Wage hielten. 
In Leerversuchen mit den Pflanzenpriaparaten konnten diese Sauren 
nicht ermittelt werden. 

Eine weitgehende Umwandlung der Fumarsaure in 1-Apfelsiiure 
konnte auch durch Einwirkung von Samen einer Reihe von Getreide- 
arten sowie durch die Blattsifte héherer Pflanzen auf die erstere beob- 
achtet werden!. 

Ganz ahnlich waren die Resultate, die mit frischer Hefe, mit 
Trockenhefe und mit Hefe-mazerationssaft unter denselben Versuchs- 
bedingungen erzielt wurden. Auch hier wurde qualitativ die Hydrati 
sierung der Fumarsaure beobachtet ; es wurde experimentell festgestellt, 
daB sich wieder dasselbe Gleichgewicht einstellte, gleichgiiltig ob 
Fumarsaure oder Apfelsiure das Ausgangsmaterial fiir den Versuch 
waren. Auf vermehrte Bildung von ]-Apfelsiure bei der alkoholischen 
Garung der Hefe nach Zusatz von Fumarséure machte iibrigens schon 
Dakin® aufmerksam, und auch die carboxylatische Zersetzung der 
Fumarsaure mit frischer Hefe durch H. Miiller (1. c.) diirfte iiber die 
Apfelsaure verlaufen sein. 

Das Gleichgewicht bei meinen Versuchen mit pflanzlichem Material 
und Hefe liegt quantitativ recht ahnlich, wie es friiher bei Ansitzen 
mit tierischem Gewebe bestimmt worden war. Battelli und Stern® 
fanden in ihren Versuchen mit klaren Extrakten wie mit Gewebebrei 
immer dasselbe Gleichgewicht bei 35°, Fumarsaure. Ahnliche Ver- 
haltnisse ermittelte Einbeck (].c.) in Muskelbreiversuchen. Auch bei 
den exakten Bilanzen Hahn und Haarmanns (I. c.), die von der Bern- 
steinsdure ausgingen, war das Verhaltnis von Apfelsaure zu Fumarsaure 
sowohl mit Methylenblau wie mit Sauerstoff als Akzeptoren im 
Mittel 3:1. Uber die Gleichgewichtslage bei der Hydratisierung der 
Fumarsaure berichten von letzteren ausgehend nach Versuchen mit 
tierischen Praparaten noch Clutterbuck* und Alwall5; iiber die von 
diesen Autoren ermittelten quantitativen Ergebnisse geben die mir 
zuganglichen Referate keine Auskunft®. Neuerdings konnte noch 
L. Lehmann” mit Hilfe potentiometrischer Messungen das Gleich- 
gewicht Fumarsaiure “> 1-Apfelsiure in Gegenwart von fumarase- 
haltigen Dehydraselésungen bestimmen; auch er beobachtete dieselben 
quantitativen Verhaltnisse, wie sie aus meinen Versuchen hervorgehen. 


1 Es wird dariiber an anderem Orte ausfiihrlich berichtet werden. 
2 H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 61, 139, 1924. 

3 F. Battelli u. L. Stern, siehe Oppenheimer, Die Fermente, II, S. 1717. 
4 P. W. Clutterbuck, C. 1927, II, S. 1724; 1929, I, S. 911. 

5 N. Alwall. C. 1929, I, S. 1581. 

6 Siehe auch D. M. Moyle Needham, Ber. ges. Physiol. 48, 45, 1928. 
7 J. Lehmann, ebendaselbst 55, 134, 1930. 








ini 

haft 
der 
ver 
sau 
and 
fest 
auc 
OXy 
Akz 
yew 
gest 
pro; 
dan 
Hy 
von 
sch 
bet: 


des 
sch 
auc 
Ala 
sick 
stel 
Adi 
(lL. « 
Op; 
auf 
glei 
ein 
als 

Mit 
sch 
Wa 
seh 
hyc 
dur 
Ab: 
Ox. 








elten,. 
AUren 


saure 
reide- 


beob- 


, mit 
uchs- 
drati 
stellt, 
g ob 
rsuch 
schen 
schon 
y der 
r die 


teria] 
atzen 
‘tern 
yebrei 
Ver- 
h bei 
Bern- 
‘saure 
1 im 
g der 
1 mit 
» von 
> mir 
noch 
leich- 
rase- 
elben 
ehen. 


arden. 


1717. 


1928. 








Biochemische Hydratisierung der Fumarsiure. 407 


Es muB8 hier noch erwahnt werden, da8B Battelli und Stern sogar noch 
in ihren letzten Arbeiten tiber ihre ,,Fumarase“ wohl auf Grund fehler- 
hafter Versuche die Apfelsiure als primaéres Produkt der Dehydrierung 
der Bernsteinséiure betrachten; die Bildung der Fumarsaure erfolge erst 
vermittels einer ,,Dehydratase‘* durch Wasserabspaltung aus der Apfel- 
siure. Jedoch befinden sich die Autoren damit in Widerspruch zu allen 
anderen genannten Forschern, die an der Hydratisierung der Fumarsaure 
festhalten und fiir ihre These stichhaltige Argumente beigebracht haben; 
auch Oppenheimer halt in seinen ,,Fermenten‘’ eine direkte Hydr- 
oxylierung einer Carbonséure (Bernsteinsaéure) speziell ,,im anaeroben 
Akzeptorversuch“ fiir kaum vorstellbar. Meinen Versuchen, die die Gleich- 
gewichtslage in jedem Zeitpunkt qualitativ und quantitativ zu verfolgen 
gestatten, ist eindeutig die Wasseranlagerung an die Fumarsaure bzw. die 
progressive Bildung der 1-Apfelsiure zu entnehmen. Das Problem diirfte 
damit als gelést zu betrachten sein. Denn ebensowenig scheint mir die 
Hydratisierung der Fumarsaure zu inaktiver Apfelsaure in Frage zu kommen, 
von der dann die d-lsomere selektiv assimiliert wiirde’. Dem widersprechen 
schon die Ausbeuten an reiner |-Apfelsiure, die doch immer iiber 50% 
betragen. 

Weit sch wieriger schon ist die Beurteilung des chemischen Charakters 
des Hydratisierungsvorganges. Battelli und Stern (l.c.) glauben, wie 
schon eingangs betont, an eine enzymatische Wirkung ihrer ,,Fumarase™; 
auch Clutterbuck, Woolf, Dakin, Thunberg*, Hahn und Haarmann, 
Alwall und Wieland® betrachten den ProzeB als enzymatisch. Vor- 
sichtiger driicken sich Challenger und Klein aus, indem sie die Ent- 
stehung von 1-Apfelsiure aus Fumarsiure durch eine symmetrische 
Addition von Wasser an die Doppelbindung erkliren*. Auch Hinbeck 
(l.c.) spricht nur von einer ,,typisch katalytischen Wasseranlagerung*’. 
Oppenheimer® l14Bt in seinen ,,Fermenten“ die Frage offen. Er weist 
auf den Parallelfall der Ketoaldehydmutase Neubergs hin, die sich 
gleichfalls nicht ohne weiteres in das natiirliche System der Fermente 
einreihen laBt ; jedoch ware gerade die Ketoaldehydmutase nach Neuberg 
als Aldehydrase auszufassen und nicht als einfache ,,Hydratase*. 
Mit diesem Namen bezeichnen Baitelli und Stern (1. c.), zum Unter- 
schied von den molekiilspaltenden Hydrolasen, Fermente, die sich auf 
Wasseranlagerung an ein intaktes Molekiil beschranken. Diese Autoren 
sehen in ihrer Fumarase den ,,type des ferments hydratants et dés- 
hydratants“; sie stellen fest, daB diese Enzymgruppe zwar in der Natur 
durchaus verbreitet ware, man denke nur an die Wasseraddition bzw. 
Abspaltung physiologisch so wichtiger Kérper wie Crotonsiure bzw. 
Oxybuttersdéure, Kreatin bzw. Kreatinin und Cholin bzw. Neurin, 


1 Siehe F. Challenger u. L. Klein, |. ec. 

T. Thunberg, Arch. intern. Pharmacodyn. et Thérap. 38, 95, 1930. 
H. Wieland, Ergebn. d. Physiol. 20, 498, 1922. 

Nach dem Referat zitiert. 

C. Oppenheimer, Die Fermente, I], 8. 1717. 
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jedoch vollzége sich die Reaktion bei diesen ,,Substraten‘‘ zu langsam, 
so daB sie zu experimentellen Untersuchungen unzuginglich sei. Die 
enzymatische Natur der Fumarase belegen Battelli und Stern durch 
die Eigenschaften und die auBerordentliche Verbreitung des Ferments 
in den tierischen Geweben; in der Tat sprechen z. B. die verschieden 
starke Wirkung der Gewebe, die Eigenschaften der klaren wasserigen 
Extrakte, die Optimaltemperatur von 40°, die Inaktivierung des wirk- 
samen Prinzips bei 54° fiir die Existenz eines Enzyms. Uber die Eigen. 
schaften der ,,Fumarase“ geben auch T'suchihashi', der sie aus wasseriger 
Lésung mit Ammonsulfat fallte, und Clutterbuck (1. c.), der gleichfalls 
eine Reinigung des ,,Enzyms“ erreichte, Auskunft ?. 

Meine Versuche iiber die Eigenschaften des wirksamen Agens in 
pflanzlichen Zellen stiitzen die Hypothese eines enzymatischen 
Charakters der Reaktion durchaus. Die Aktivitaét der von mir bereiteten 
Aceton-trocken-erbsen, der aus ihnen und der Hefe bereiteten Safte, 
die die Léslichkeit des aktiven Prinzips beweisen, sowie die Sistierung 
des Prozesses durch kurzes Erhitzen der Ansatze bestatigen die Annahme 
Battellis und Sterns. Auch die Reversibilitat des Systems ist eine Stiitze 
fiir die Hypothese eines in typisch-katalytischer Weise wirkenden 
Ferments. 

Hauptargument aber fiir den enzymatischen Charakter einer 
Reaktion ist natirlich der Nachweis der Spezifitat des wirkenden 
Ferments, den auch Battelli und Stern zu fiihren versuchten. Sie 
machten so darauf- aufmerksam, daB chemisch verwandte Kérper 
wie die Maleinsture und — im Widerspruch zu den Resultaten Fried- 
manns und Maases* — auch die Crotonsaure sich resistent gegen die 
,»,Hydratase“ verhielten. Auf der anderen Seite weist die biochemische 
Forschung*, abgesehen von den erwahnten Beispielen Battellis und 
Sterns, noch auf andere Prozesse im physiologischen Geschehen hin, 
die gleichfalls, im engen Zusammenhang mit enzymatischen Vorgangen 
stehend, nur einfache Anlagerungen von Wasser bewerkstelligen. Die 
, desaggregierenden“ Fermente, die eine so wichtige Rolle im Komplex 
der Proteasen und bei der Aufspaltung der Starke spielen, spalten noch 
nicht die kolloiden Substrate, sondern ,,hydratisieren“ sie nur; sie 
sind nicht ohne weiteres in die entsprechenden Fermentgruppen ein- 
zureihen. Es ist durchaus méglich,.daB wir es hier mit selbstandigen, 
spezifischen Hydratasen zu tun haben. Um zur Hydratisierung der 
Fumarsaure zuriickzukehren, so hat diese Reaktion noch in der Um- 


1 M. Tsuchihashi, diese Zeitschr. 140, 161, 1923. 

2 Siehe auch J. Lehmann (1. c.) u. N. Alwall, Chem. Centralbl. 192s, 
II, 60. 

8 EB. Friedmann u. C. Maase, ebendaselbst 55, 450, 1913. 

* Siehe auch Oppenheimer, Die Fermente, I, 8. 677; II, 8. 813. 
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wandlung der Zimtsdéure in £f-Phenyl-oxy-propionséure (Dakin!) und 
in der Hydratisierung der Acrylsaéure durch ungewaschene Muskulatur® 
weitere Gegenstiicke. 

Die Acrylsiure wirkt nun auch als Donator, und zwar ebenfalls 
nur in ungewaschener Muskulatur; jedoch diirfte nicht sie, sondern 
die durch Wasseranlagerung entstandene Milchsdéure dehydriert werden; 
d.h. daB die hier wirkende Hydratase nicht wie die Fumarase beim 
Auswaschen des Muskels mit Wasser erhalten bleibt, sich also an- 
scheinend von dieser unterscheidet. Ahlgreen (l.c.) betrachtet diesen 
Unterschied, unter der Voraussetzung der Richtigkeit der Versuche, als 
beweisend fiir die Existenz spezifischer Hydratasen. 

Letztes Hilfsmittel fiir den Beweis des spezifischen Charakters 
eines Enzyms bleibt die Demonstration seiner stereochemischen 
Spezifitat. Diese hat z. B. im Falle der Phosphatase in Ermangelung 
einer Strukturspezifitat zum Ziele gefiihrt, indem Newberg und Mit- 
arbeiter? die asymmetrische Hydrolyse der Mono-d, l-bornyl-ortho- 
phosphorséure beobachten konnten. 

Bei der Hydratisierung der Fumarsiure nun wurde seit den grund- 
legenden Beobachtungen Dakins (1. c.) mit tierischem wie pflanzlichem 
Material immer optisch aktive, und zwar die physiologische 1-Apfel- 
siure gefunden, was als wichtige Stiitze der Annahme eines spezifischen 
Knzyms gelten sollte. Dazu kommt, daB nach meinen Versuchen von 
racemischer Apfelsiure bis 24°/ des linksdrehenden Antipoden durch 
vegetalische Zellbestandteile* in Fumarsaiure ibergefiihrt wurden, 
wie sich aus polarimetrischen Beobachtungen der Versuchsfliissigkeit 
ergab. Es scheint demnach doch stereochemische Auswahl eines spezifi- 
schen Ferments vorzuliegen. 

Die Verhaltnisse liegen bei der Hydratisierung der Fumarsiéure 
grundsatzlich anders als bei einer asymmetrischen Spaltung von Race- 
maten, weil hier aus einem asymmetrischen Koérper nur ein Antipode 
der symmetrischen Apfelsaure entsteht, dieser jedoch in mehr als 
50°%iger Ausbeute. Zur Erklarung der Aktivitat der Apfelsdure ist 
auch nicht die Méglichkeit einer ,, Vererbung“ der optischen Eigenschaft 
gegeben, wie Neuberg5 sie bei der glykolytischen Bildung von optisch 
aktiven Milchsaéuren aus Zucker wahrscheinlich mache, indem er eine 


1 H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 6, 203, 1909. 

2 G. Ahigreen, Skand. Arch. Physiol. 1925, Suppl.-Bd., S. 73. 

3 C. Neuberg, J. Wagner u. K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 188, 227, 
1927; A. Gualdi, ebendaselbst 205, 320, 1929. 

4 Dakin (1. ec.) kam mit tierischen Geweben zu demselben Resultat. 

5 C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913; siehe auch P. Mayer, eben- 
daselbst 174, 420, 1926; C. Neuberg u. G. Gorr, Handb. d. biol. Arbeitsmeth. 
»,Phytochemische Reduktionen“. 
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optisch aktive Form des intermediair auftretenden Methylglyoxals 
annimmt. Denn abgesehen davon, daB wichtige Zwischenprodukte 
des aeroben Reaktionsmechanismus, wie Essigsiure und Fumarsaure, 
wohl in keiner Form mit asymmetrischem C-Atom ausgestattet sind 
und darum keine ,,Vererbung® desselben gestatten, sind viele andere 
Forscher, wie auch ich, von der symmetrischen Fumarsaure als Substrat 
der biochemischen Umsetzungen ausgegangen, so daB iiberhaupt keine 
aktiven Substrate in Aktion traten. Zur Lésung des Problems kénnen 
jedoch meines Erachtens die Ausfiihrungen Neubergs dienen, mit denen 
er die Bildung optisch aktiver d- oder ]-Milchséure in einer Ausbeute von 
weit tiber 50°, aus synthetischem Methylglyoxal und die phytochemische 
Reduktion von Ketonen zu aktiven Derivaten zu begriinden wuBte. 
Neuberg (|. c.) nimmt an, daB der Vorgang der Aktivierung sich ,,wenig- 
stens formal‘‘ am inaktiven Keton bzw. Methylglyoxal abspielt. Diese 
beiden Verbindungen zeichnen sich durch besondere Reaktionsfahigkeit 
aus, so daB sich leicht eine Vereinigung des Substrats mit dem asymmetri- 
schen Fermentkomplex vollziehen kénnte, die eine ,,direkt sterisch 
gerichtete Kombination* darstelle. 

Dieselbe Hypothese Neuwbergs ist auch auf die Bildung von aktiver 
Apfelsiure aus der symmetrsichen Fumarséure anzuwenden; auch 
diese ist vermége ihrer Doppelbindung geneigt, mit irgendwelchen 
aktiven Zellbestandteilen Vereinigungen einzugehen, die unter An- 
lagerung von Wasser den Umbau der Fumarsiure zu optisch aktiver, 
und zwar linksdrehender Apfelsaure gestatten. 


Es ist nun ein Ergebnis der modernen Enzymforschung, daB die 
friiher als konstant geltende stereochemische Spezifitat der Enzyme 
willkiirlich beeinfluBt werden kann. Bamann und Laeverenz! konnten 
die optische Orientierung von Lipasen in bezug auf optisch aktive 
Saiuren durch Anderung der Substratkonzentrationen und durch 
Einwirkung von optisch aktiven Fremdkérpern verandern; sie 
fanden neuerdings eine weitere Méglichkeit zur Beeinflussung der 
Konfigurationsspezifitat durch verschiedene Vorbehandlung des Enzym- 
materials, die wahrscheinlich eine Anderung in der Konstitution des 
Fermentkomplexes bedinge. Kuroya*® fand mit dieser Methodik, dai 
sich bei der phosphatatischen Spaltung von d, l- Borneol-ortho-phosphor- 
siure durch Hefe der stereochemische Charakter des abgespaltenen 
Alkohols durch Zusatz von Alkaloid zur Versuchsfliissigkeit anderte 
Es lag nun nahe, dasselbe Verfahren bei der Hydratisierung der Fumar- 
siure anzuwenden, um unter Umstanden d-Apfelsdéure zu gewinnen 


1 FE. Bamann, Ber. 62, 1538, 1929; EB. Bamann u. P. Laeverenz, eben- 
daselbst 68, 394, 2939, 1930. 
2 M. Kuroya, diese Zeitschr. 225, 452, 1930. 
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Jedoch fiihrte verschiedene Vorbehandlung des ,,fermentmaterials“ 
Acetonpraparate, frische Samen, Safte) bisher ebensowenig zum Erfolg 
wie die Zufiigung von Strychnin-sulfat in verschiedenen Konzentrationen 
zur Versuchsfliissigkeit ; auch Veranderung der Substratkonzentrationen 
fuhrte nicht zum Ziele. 

Trotz des vorlaufig negativen Ausgangs dieser Versuche méchte 
ich fiir die Annahme der enzymatischen Natur der biochemischen 
Hydratisierung der Fumarsaure eintreten; eine ganze Anzahl von 
Argumenten, die ich im Laufe dieser Arbeit anfiihrte, spricht fiir die 
.Fumarase“ Battellis und Sterns, offenbar kein positiver Grund fiir 
ihre Ablehnung. Die moderne Enzymchemie wird sich mit der Sonder- 
stellung der Hydratasen abzufinden und ihr einen Platz im System der 
Fermente einzuraumen haben. 


Experimenteller Teil. 
Allgemeine Bemerkungen zur Versuchsmethodik. 
Vorbereitung des Fermentmaterials sowie der Substrate’. 


In den Versuchen gelangten pisum sativum, phaseolus vulgaris und 
untergaérige Bierhefe (Dortmund) zur Anwendung. 

Nach den Angaben von Newberg und Gorr iiber die Gewinnung von 
Fermentmaterial zur Dismutation des Methylglyoxals? wurden aus den 
Samenpflanzen folgende Enzymprdparate bereitet: 

a) Frische Erbsen- und Bohnensamen. Die Samen wurden unter 
Schiitteln auf einer Porzellannutsche 30 Minuten mit 1°,iger Sublimat- 
lésung behandelt, dann ausgewaschen und nach oberflichlicher Trocknung 
unter méglichster Wahrung der Sterilitaét zu feinem Pulver zerstoBen, 
das im Exsikkator getrocknet wurde. 

b) Aceton-trocken-erbsen. Die fein zermahlenen Erbsen wurden 
20 Minuten mit der siebenfachen Menge Aceton verrieben, dieses abgesaugt, 
und das fast farblose Erbsenpulver noch einmal 10 Minuten lang mit der 
vierfachen Menge Aceton behandelt. Wieder wurde auf der Nutsche ab- 
gepreBt und das erhaltene Produkt einige Minuten mit der dreifachen 
Menge Ather verriihrt. Das scharf abgesaugte Pulver wurde darauf im 
evakuierten Exsikkator getrocknet. 

c) Erbssdfte. Das Acetontrockenpréparat wurde mit der dreifachen 
Menge Wasser und 2°, des Fliissigkeitsvolumens an Toluol eine Stunde 
bei Zimmertemperatur geschiittelt; die Suspension wurde tiber Nacht im 
Eisschrank aufbewahrt,. dann wurde zentrifugiert und der erhaltene Saft 
abgehoben. 

Die Hefe wurde frisch aus der Brauerei bezogen, sorgfaltig abgepreBt 
und gelangte dann entweder direkt frisch zur Anwendung, oder es wurde in 
der tiblichen Weise Trockenhefe oder Macerationssaft benutzt. 


' Zur Vereinfachung der Ausdrucksweise wende ich im experimentellen 
Teil die termini technici der Fermentchemie bei der Beschreibung der 
Versuche an. 

2 OC. Neuberg u. G.Gorr, Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fer- 
mente, S. 1313. 
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Eine genau abgewogene Menge Fumarsaure bzw. d, 1-Apfelsiwre 
wurde genau mit 2 n-Kalilauge neutralisiert, sodann wurde im MaBSzylinde: 
so aufgefiillt, daB 10°,ige Lésungen der freien Dicarbonséuren entstanden 
Diese dienten als Stammlésungen der Substrate. 


Anordnung der Ansdtze und Kontrollen'. 


In den Versuchen mit trockenem Fermentmaterial (Samenpulver, 
Trockenhefe) gelangte dieses in 10°,iger Suspension der 2°, igen Subst) at- 
lésungen zur Anwendung, indem die Stammlésung vor der Vermischung 
mit dem Enzymmaterial — mit physiologischer Kochsalzlésung auf diese 
Konzentration verdiinnt wurde. 

Die Fermentsafte wurden mit den 10°,igen Stammlésungen in einem 
Verhaltnis vermischt, da die entstandenen Versuchslésungen gleichfal|s 
2° ig an den freien Carbonséuren waren. 

Die frische Hefe wurde derart in physiologischer Kochsalzlésung 
und 10°,iger Stammlésung suspendiert, daB die Fliissigkeit 2°,ig am Sub- 
strat und 20°,ig an Hefe war. 

Das Versuchs-py betrug 6,9 bis 7,3. 

Als Kontrollen der biochemischen Umsetzung der Substrate wurden 
Suspensionen derselben Fermentkonzentrationen wie bei den Haupt 
ansatzen hergestellt, die jedoch keinen Zusatz an Apfelséure oder Fumar 
siure erhielten. AuBerdem wurde eine zweite Reihe von Kontrollen, 
die in jeder Beziehung den oben beschriebenen Hauptunsatzen glichen, 
5 Minuten auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. 

Zu allen Versuchsansétzen und Kontrollen wurden zur Vermeidung 
bakterieller Einwirkungen 2°, des Fliissigkeitsvolumens an Toluol? zu- 
gefiigt, und die Versuchsfliissigkeit in gut verschlossenen Glasflaschen etwa 
eine Woche bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. 


Beispiele der Versuchsansdtze*. 


I. 10 g Aceton-trocken-erbsen, 

20 ccm Stammlésung (10°%,ig an freier Apfelséure), 
80 ,, physiologische Kochsalzlésung, 
2 ,, Temol. 

If. 10g frische Bohnen, 
20 cem Stammlésung (10°,ig an freier Fumarséure), 
80 ,, physiologische Kochsalzlésung, 
2.» - Tolnel. 

III. 80 cem Hefe-Macerationssaft, 
20 ,, Stammldésung (10°,ig am Substrat), 
2 ,  Tolwol. 

IV. 20g frische Hefe, 
20 cem Stammlésung (10°,ig am Substrat), 

physiologische Kochsalzlésung ad 100 cem Versuchsfliissigkeit, 

2cem Toluol. 


1 Die ZweckmaBigkeit der folgenden Versuchsanordnung ergibt sich 
aus der Methodik der quantitativen Bestimmungen. 

2 Eine Faulnis des Fermentmaterials wurde in keinem Falle beim 
Versuchsabbruch beobachtet. 

3 In den angestellten Versuchen gelangte natiirlich ein Vielfaches 
der hier angegebenen Mengen zum Ansatz. 
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Verfolgung des Hydratisierungsprozesses bzw. seiner Reversion. 
a) Auf polarimetrischem Wege. 


Der allmahliche Fortschritt der biochemischen Umsetzung der Sub- 
strate wurde im allgemeinen zuerst nach 6 Stunden, dann taglich durch 
polarimetrische Bestimmungen der jeweiligen Konzentrationen an 1-Apfel- 
siure in aliquoten Teilen der Versuchsansétze bestimmt; ebenso wurden 
die Kontrollen auf ihren Gehalt an optisch aktiven Substanzen untersucht, 
um so die Ergebnisse der Hauptansétze zu korrigieren. 

15 cem der Versuchsfliissigkeit wurden mit 1,5 cem 10°, iger Trichlor- 
essigsaure vermischt und in einem Reagenzglas 3 Minuten im siedenden 
Wasserbad zur Koagulierung der Proteine erhitzt, dann wurde filtriert. 
11 cem des klaren Filtrats entsprachen dann bei den Ansaétzen mit trockenem 
Fermentmaterial und mit Enzymsaften annaihernd 10 ccm 2°, iger Substrat- 
lésung; bei den Ansétzen mit frischer Hefe wurde auf quantitative Berech- 
nung der Umsetzung der Fumarsaure verzichtet. Die erhaltene Filtratmenge 
wurde dann mit 1,5g festem Uranylacetat vermischt und die Lésung 
desselben im Wasserbad beschleunigt; nach dem Erkalten wurde auf 
15cem aufgefiillt, filtriert und im 1-dm-Rohr bei Zimmertemperatur und 
D-Licht polarisiert. 

Das zur Auswertung des abgelesenen Drehwinkels_ erforderliche 
Drehungsvermégen der |-Apfelséure unter den oben beschriebenen’ Versuchs- 
bedingungen! wurde durch die Polarisation eines frisch mit Aceton-erbsen 
bereiteten 2°,igen 1-Apfelséiure-ansatzes, gleichfalls im 1-dm-Rohr, zu 
x - 5,45° ermittelt. Dieser Drehungswinkel war in Anbetracht der 
positiven Eigendrehung der verwandten Fermentlésung von « = + 0,5° 
um diesen Wert zu erhéhen. Der so streng unter den Versuchsbedingungen 
erhaltene 

korrigierte Drehungswinkel « = — 5,95° der l-Apfelsdure 


war nun vom Fermentmaterial unabhangig und diente zur Berechnung des 
jeweiligen Gehalts an Apfelsaure in allen Ansétzen. Zu diesem Zweck muBte 
wieder der jeweils abgelesene Drehwinkel « um die Eigendrehung der 
Kontrollésung ohne Substrat korrigiert werden, die sich bei der polari- 
metrischen Untersuchung der Fermentlésung fiir jedes Praparat als prak- 
tsch konstant in der Versuchsdauer herausstellte. Um den Kontrollwert 
muBte der abgelesene immer negative Drehwinkel des Hauptversuchs erhoht 
werden, im Falle ersterer positiv war, und erniedrigt werden, wenn die 
Kontrollésung selbst links drehte, um so die wirkliche Drehungsdnderung 
der Hauptansétze, d.h. den korrigierten Drehwinkel « der Ansatzlésungen 
zu erhalten. 

Die jeweils gefundene ,,korrigierte Drehung‘* der Versuchslésung 
war nun direkt proportional ihrer Konzentration an |-Apfelséiure, indem 
x= — 5,95° der 2°, igen 1-Apfelsiure der Versuchsansitze entsprach. 
Jedoch war dieser Wert nun nicht der 100% igen Umsetzung der 2°,igen 
Fumarsaure-ansatze aquivalent, da 1 g dieser Dicarbonséure 1,15 g Apfel- 
siure entsprechen. Unter Beriicksichtigung dieses Umstandes ergibt sich 


1 Die ,,unter den Versuchsbedingungen‘‘ gefundene Drehung der 
|-Apfelsaure berechtigt natiirlich nicht zur Berechnung ihres spezifischen 
Drehungsvermégens; dies ist z. B. von Otha (diese Zeitschr. 44, 485, 1912) 
zu («%)p = — 515° gefunden worden. 
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der Grad der Hydratisierung der Fumarsdure in Prozenten derselben aus den 
jeweils gefundenen korrigierten Drehungswinkel durch die Beziehung 
x. 100 
5,95 . 1,15 
Bei der Dehydratisierung der 1-Apfelséure andererseits konnte aus 
dem korrigierten Drehungswinkel direkt auf die nicht umgesetzt 
Menge dieses Substrates geschlossen werden; es ergibt sich demnach 
Grad der Dehydratisierung der l-Apfelsdure in Prozenten derselben aus den 
jeweils ermittelten korrigierten Drehungswinkel durch die Beziehung 


a“. 100 
100 — —..- baw. durch Subtraktion des mit dem Faktor 16,8 multipli. 


Ode 


bzw. durch Multiplikation des Wertes fiir « mit dem Faktor 14,/ 


zierten Wertes fiir x von 100%. 


b) Auf gravimetrischem Wege. 

Die Aufstellung einer Bilanz der biochemischen Umsetzung wurde 
in den Ansaétzen mit Aceton-trocken-erbsen durch Bestimmung der Fumai 
siture neben der Apfelsiure zu Beginn, in der Mitte und beim Abbruch 
des Versuchs vorgenommen. Etwa 70 cem Ansatzfliissigkeit wurden vom 
Bodensatz abgehoben, 5 Minuten auf dem siedenden Wasserbad erhitzt 
und die heiBe Fliissigkeit zentrifugiert. Das klare Zentrifugat wurde von 
dem recht geringen Niederschlag abgehoben und 50 ccm desselben ent 
sprechend derselben Menge 2°,iger Substratlésung — auf dem Wasserbad 
zum Sirup eingeengt. Der Riickstand wurde mit 5 cem 50°, iger Schwetfel 
siure angeséuert, mit trockenem Natriumsulfat gut verrieben, und die 
Masse drei Tage im Soxlethapparat mit Ather extrahiert. Nach Destillation 
des Lésungsmittels wurde der Riickstand mit 2-n Natronlauge neutralisiert 
und in zwei gleiche Teile geteilt. In dem einen Teil (Teil 1) wurde die Fumar 
siure direkt durch Fallung ibres Hg-Salzes mit Mercuronitrat in salpeter- 
saurer Lésung nach der Methode von Hahn und Haarmann (1. c.) bestimmt ; 
in dem anderen (Teil 11) wurde die Apfelsiure durch Erhitzen mit Atznatron 
in Fumarsaure iibergefiihrt, und diese nach Ansaéuern des Reaktionsproduktes 
mit Salpeterséure als Mercurofumarat ausgefallt. Dieses wurde in beiden 
Teilen abfiltriert und gewogen'. Die Apfelsiéuremengen ergaben sich aus 
der Gewichtsdifferenz an Hg-Fumarat in Teil I und II. 

4,44 ¢ Mercurofumarat entsprechen 1 g Fumarsiaure bzw. 
1,15 g Apfelsiure und 
3,84 g Mercurofumarat entsprechen 1 g Apfelséure. 


Beispiel einer Berechnung®. Bei Aufarbeitung von 50 cem Zentrifugat 
entsprechend 1g Fumarsdure als Substrat wurden gefunden: 
In Teil I: 0,55 g Hg-Salz = 0,125 g Fumarsaure; 
In Teil II: 2,22g Hg-Salz = 0,50g Fumarsiure + Apfelsiure (als 
Fumarsaure)*; demnach: 0,50 g — 0,125 ¢g = 0,375 g Apfelsaure (als 
Fumarsaure) ; 


1 Die Methode ist nicht ganz quantitativ, aber fiir unsere Zweck 
ausreichend. 

2 Dieses Beispiel ist konstruiert. 

3 Da im Beispiel Fumarsiure Ausgangssubstrat ist, ist es praktischer. 
die gefundenen Apfelsauremengen als Fumarséure zu berechnen, um s0 
eine tibersichtliche Bilanz zu erhalten. 
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In Teil I und II zusammen demnach: 2. 0,125 ¢ 0,25 g¢ Fumarsaure 
und 2. 0,375 g = 0,75 g Apfelséure (als Fumarsiure); 
zusammen 1,0g Substrat. Es waren also 75°, der Fumarséure zu 
a 2 ae : ‘ Apfelsaure i 
Apfelséiure hydratisiert. Das Verhiltnis —, - ware 3. 
Fumarséure 
Ware dagegen Apfelsiure Substrat der biochemischen Umsetzung 
gewesen, so ergibe sich eine analoge Berechnung der Dehydratisierung, 
mit dem Unterschied, daB hier schon die Auffindung von 3,84 g Mercuro- 
fumarat 1 g Apfelsiure entsprach, da diese hier natiirlich nicht als Fumar- 
siure berechnet wird. 


Die Identifizierung der Reaktionsprodukte. 


Zur Isolierung und chemischen Charakterisierung der Reaktions- 
produkte wurde die biochemische Umlagerung der Substrate durch Er- 
hitzung von aliquoten Teilen der Ansétze sistiert, dann wurde zentrifugiert, 
das Zentrifugat verdampft, der Riickstand angesiuert und wie oben 
extrahiert. Nach Verdampfung des Athers verblieben dann die freien 
Carbonsaéuren als Riickstand. 


Zur Identifizierung der Fumarsdure im Extraktionsriickstand 
geniigte ihre charakteristische Ausfallung als Mercurofumarat. In 
einigen Fallen wurde dieses durch Schwefelwasserstoff zersetzt, das 
Quecksilbersulfid abfiltriert, und das Filtrat im Vakuum verdampft; 
der kristalline Riickstand zeigte den Schmelzpunkt der Fumarsiure, 
F: 283°. 


Im sauren Extraktionsriickstand eines anderen Teiles der Haupt- 
ansitze wurde die Apfelséure durch ihre Auflésung in Wasser von der 
Hauptmenge der schwer léslichen Fumarséure getrennt, und dann die 
filtrierte Lésung mit einem Uberschu8 von Bleiacetat versetzt und mit 
Ammoniak neutralisiert. Durch Zufiigung von Alkohol wurde die Aus- 
fallung der Bleisalze vervollstandigt, die am anderen Tage filtriert und mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt wurden. Die weitere Aufarbeitung erfolgte 
nach den Angaben von Dakin (ly c.) durch die Entfernung won Fumar- 
siureresten als Ba-Salz und durch Fallung der Apfelsaéure als ‘Silbermalat, 
das wieder mit Schwefelwasserstoff zersetzt wurde. Nach Filtration des 
Schwefelsilbers wurde die Lésung im Vakuum bis zur sirupésen Konsistenz 
des Riickstandes eingeengt. Dieser kristallisierte allméhlich. Da eine 
schwache Linksdrehung seiner konzentrierten wasserigen Lésung nach starker 
Verdiinnung derselben durch Zusetzung von Uranylacetat vervielfaltigt 
wurde, war der Nachweis der |-Apfelsiure erbracht. Diese wurde auBerdem 
nach Denigés nachgewiesen, indem ihre verdiinnte Lésung mit Mercuriacetat 
in 1°. iger essigsaurer Lésung versetzt wurde, worauf das charakteristische 
weiBe Quecksilbersalz der Oxalessigsiure ausfiel. Endlich wurde die 
Apfelséure durch ihre Uberfiihrung in Fumarséure nach Barfoed nach- 
gewiesen. 


Die Milchsdure wurde im sauren Riickstand der Atherextraktion in der 
iiblichen Weise durch Behandlung der filtrierten wasserigen Lésung desselben 
mit Bleicarbonat von den anderen Carbonséuren getrennt, die dann als 
Bleisalze abfiltriert wurden. Im Filtrat konnte die Milchséure nach der 
Zersetzung ihres Bleisalzes mit Schwefelwasserstoff und Filtration des 
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Bleisulfids in ihr Zinksalz iibergefiihrt werden, das als solches identifizicr 
wurde. 


In den Kontrollansétzen ohne Substrate, die auf die gleiche Weis: 
aufgearbeitet wurden, fanden sich die drei Carbonsaéuren nicht. 


Versuchsergebnisse. 
I. Versuche zur Bestimmung des Gleichgewichts Fumarsiiure — Apfelsiiure. 
A. Ansdtze mit Samenpflanzen. 
1. Quantitative Versuche mit Aceton-trocken-erbsen. 


Verfolgung der biochemischen Umsetzung der Substrate: a) Durcl 
polarimetrische Bestimmung der |-Apfelséiure in 10 cem Zentrifugat. 








Versuch: | 1 2 
Substrat: || Fumarsiu re Apfelsiure F Fumarsiure A pfelsi ure 
Gefunden: | a* lo & 99 « On | « 
Versuchsbeginn . .) |+ 0,5°)"" 0 (— 545° 0 + 0,49 0 |—5.5° | 0 
Nach 6 Std. . .. |) —1,1 16 — 59 1 —14 20 —59 l 
oe Stee.) ey 47 | — 5,8 3 | —3,7 54 — 59 | 
2Tagen .. | —4,35 | 64, —53 11 | —4,5 66 —54 y 
— so ..) —-49 72 | — 4,7 21 | —54 79 | —48 19 
» 6 , ..|—47 |69\|—46 | 28 ||—54 | 79 | —49 | 18 
Apfelsaure — alte 28 33 35 40 


l'umarsaure 


* Unter @ ist in allen Tabellen der ,korrigierte Ablesungswinkel* verstanden, aus ihm 
ist dann in der oben beschriebenen Weise der Grad der biochemischen Umsetzung des Sub 
strats in Prozenten des Ausgangsmaterials berechnet und in der folgenden Spalte verzeichnet 

** Der korrigierte Drehungswert bei Versuchsbeginn ist +0°; statt dessen ist (ein- 


gerahmt) der wirklich abgelesene Winkel verzeichnet, der bei den Fumars&ureansitzen mit 


der Eigendrehung der Fermentlisung identisch ist; bei den Ansitzen mit Apfelsiure geht de: 
Blindwert der Enzymlisung aus der Differenz zwischen der abgelesenen Drehung un 
@ = —5,95° hervor. 


b) Durch gravimetrische Bestimmung der Apfelsiure und Fumarsaur: 
in 50cem Ansatzzentrifugat = 1 g Substrat. 





Versuch: 1 2 





Substrat : Fumars&ure Apfelsture _ Fumarsiiure Apfelsaw f 
Gefunden: rg 5 g 9/9 & | Oo g 0 
Vv ita Fumars. 0,94 94 — — {0,95 95 —_ - 
orsncheneeinn | Apfele* || — | — (|0,98| 98 || —| — |0,96| 96 
ee { Fumars. | 0,30! 30 \qo/0,18' 13 | 0,82) 32),- | 0,11) 11), 
Nach 2 Tagen | x pfels. *|| 0,63| 68 |2°| — | — |0,65| 65)?" | 0,83|83/" 


; {Fumars. 0,23 23 Jog | 0,24 24lqq 0,20 204, 0,20 20 
Nach 6 Tagen | A ofels.* | 0,75 | 75 {98 0;74 74/9? 0.81 /81)2°; — | 


Apfelsture 3,2 3,1 40 4.0 
Fumarsaure 
* Die Apfelsture ist wieder als Fumarsiure berechnet. 
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2, Quantitative Versuche mit frischen Erbsen und Erbssaft. 


Verfolgung der Hydratisierung der Fumarsaéure durch polarimetrische 
Bestimmung der 1]-Apfelsiure in 10 ccm Versuchslésung. 





Fermentpraparat : Frische Erbsen pera Erbssaft 

Gefunden: @ 0/9 @ 05 
Versuchsbeginn . rs 0,5° 0 + 0,4°| 0 
Nach 6 Std. mm — 1,0 15 —1,1 16 
| Or —27 39 —24 35 
2 Tagen. — 38 55 —34 50 
3 — 4,5 66 — 42 61 
ae —44 64 — 4; 63 

Apfelsaure ptsalirs 20 1.6 


Fumarsaure 


3. Qualitativer Versuch iiber die Hydratisierung der Fumarsaéure 
durch frische Bohnen. 





Gefunden: a 9 

Versuchsbeginn . . .. . + 0,39 0 
pe ee ee —1,2 18 
Ve : lee — 2,4 35 

Sig: alle ds eos ge — 3,2 47 


B. Ansdtze mit Hefeprdparaten. 
1. Quantitative Versuche mit Trockenhefe und Mazerationssaft. 


Verfolgung der biochemischen Umsetzung der Substrate durch polari- 
metrische Bestimmung der |-Apfelsiure in 10 ccm Ansatzlésung. 





Fermentpriparat : Trockenhefe Mazerationssaft 
Substrat : Fumarsa&ure Fumarsiure Apfelsdure 

 -—- @efunden: || a | % ee Se Ss er eS 
Versuchsbeginn |— 0,29 0 | |—03° 0 — 6,2°| 0 
Nach 1 Tag .../|| —1,7 25 — 2,9 42 —58 3 
» 2 Tagen — 3,9 57 4,35 64 — — 
oe S — 4,7 69 — 5,5 80 — 46 23 
oe -— 4,9 72 — 53 77 — 4,6 23 

wan nw nl 2,8 3,5 3,3 


Ffumarsaure 


2. Qualitativer Versuch iiber die Hydratisierung der Fumarsaure 
durch frische Hefe. 





Gefunden: a o/,* 
Versuchsbeginn . .... + 0° 
ee gs me we — 1,7° - 
Sk 0 ree — 28 -— 
cael ee a gel — 3,5 — 


* Hier konnte der Grad der Hydratisierung wegen der unbekannten Konzentration des 
Substrats in der polarisierten Fliissigkeit nicht ermittelt werden. 
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Aus den oben angefiihrten Tabellen ist fiir die einzelnen Versuchsrei}\«y 
der Grad der biochemischen Umsetzung der Substrate in Prozenten ces 
Ausgangsmaterials bzw. die quantitative Lage des Gleichgewichts Fuma: 
siture ~> Apfelsaure ersichtlich, die in jedem Stadium des Versuchs aus 
dem korrigierten Drehungswinkel berechnet ist. 

Auf Milchséure wurden nur die Ansaétze mit Aceton-trocken-erbsen 


untersucht. Die gefundenen Mengen 0,2 bis 0,3 g Zn-Lactat in 100 com 
Ansatzzentrifugat waren zu gering, um eine merkliche Rolle bei cde: 


Umsetzung der Substrate zu spielen; die Summe der Fumarséure- und 
Apfelsaiuremengen entsprach deshalb, wie aus den obigen Tabellen hervor 
geht, den Konzentrationen des Ausgangssubstrats, soweit das die Genauig 
keit der Methodik gestattet. 

In den Kontrollansitzen ohne Substrate blieb die optische Drehung 
in der Versuchsdauer praktisch konstant. In den Kontrollversuchen mit 
Substraten, die zu Versuchsbeginn 5 Minuten im Wasserbad erhitzt worden 
waren, wurde durch polarimetrische Untersuchung der Fliissigkeiten in 
der beschriebenen Weise die Bestéandigkeit der Apfelsaure und Fumarsiaure 
in der Versuchsdauer festgestellt. 

II. Versuche iiber die Konfigurationsspezifitit des Enzymsystems. 

A. Einwirkung der Fermentpradparate auf d, l-Apfelsdure. 
Verfolgung der Dehydratisierung von d, 1-Apfelsiure durch polarimetrische 
Bestimmung der d-Apfelsaure, die in 10cem Versuchslésung durch die 

starkere Dehydratisierung des ]-Antipoden erscheint. 





Fermentpriparat : Hefesaft Aceton-erbsen 
en oe oe ‘ oe Pe a 0/5 
Versuchsbeginn ..... + 0,05° 0 , {+ 03°} 0 
Nach 1Tag ....../ +045 8 +01 2 
ee. cog + 0,6 10 4. &:2 3 
ite seal “ach eee + 0,7 12 + 0,3 5 


Aus obiger Tabelle geht hervor, da8 die 1-Apfelsiure zum mindesten 
schneller dehydratisiert wird als ihr Antipode. Bei der Annahme einer 
absoluten Resistenz der d-Enantio-isomeren waren durch die Wirkung 
von Hefemazerationssaft bis zu 12°, des inaktiven Substrats bzw. 24 
der ]-Apfelsaéure dehydratisiert. 

B. Versuche zur Beeinflussung der Konfigurationsspezifitat der Fumaras 

Diese Versuche wurden unter Zusatz von neutralisiertem Strychnin- 
sulfat zu Fumarséure-ansétzen mit frischen Fermentpraparaten, Saften 
und Aceton-erbsen angestellt; zudem wurden Modifikationen der Substrat 
und Alkaloidkonzentrationen vorgenommen. Zur Anwendung gelangten 
Versuchslésungen mit 0,5, 1 und 2°, Fumarséure und mit 0,25 oder 0,5 
Strychninsulfat. Im iibrigen waren die Versuchsbedingungen dieselben wi: 
bei den oben beschriebenen Ansaétzen. 

Bei allen Versuchen traten nach einem Tage Linksdrehungen de! 
Ansatzfiltrate in Erscheinung, so da8 von einer qualitativen Beeinflussung 
der optischen Orientierung der Fumarase nicht gesprochen werden kann 
Es ist jedoch geplant, die Versuche tiber die stereochemische Spezifitit 
der Fumarase fortzusetzen. 
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Untersuchungen iiber die Permeabilitaét der Zelle. 
Nr. 15. 


Untersuchungen iiber die Permeabilitat der Farbstoffe 
durch die Speicheldriisen. 


Von 
Hermann Mathys. 


[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. ] 
(Eingegangen am 11. Februar 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Anwendung der Farbstoffe spielt eine sehr groBe Rolle bei der 
Erforschung der Permeabilitat tierischer und pflanzlicher Zellen, und 
die Resultate solcher Untersuchungen bilden teilweise Grundlagen 
fiir eine Reihe von theoretischen Vorstellungen iiber die Permeabilitat. 
So niitzlich die Heranziehung der Farbstoffe ist, so darf doch mit 
Riicksicht auf eine Theorie des rein physiologischen Verhaltens niemals 
auBer acht gelassen werden, daB man bei der Anwendung von Farb- 
stoffen sich unphysiologischer Stoffe bedient und es daher stets fraglich 
wird, ob die Ergebnisse auf das rein physiologische Geschehen tiber- 
tragbar sind. Man wird in jedem Einzelfalle zu entscheiden haben, ob 
die lebendige Zelle auf Grurid von Eigenschaften reagiert, die sie auch 
als tote Zelle besitzt, oder ob es sich um ein Geschehen handelt, welches 
eng mit den Systemeigenschaften zusammenhingt, die nur solange 
vorhanden sind, als die Zelle lebt. 

Bemerkenswerterweise werden die Farbstoffe an einem Ort, der 
sich fiir das Studium der physiologischen Permeabilitat ganz besonders 
eignet, so gut wie gar nicht herangezogen. Dieser Ort ist die Speichel- 
driise. In den groBen monographischen Darstellungen der Speichel- 
absonderung, welche Babkin in einem eigenen Buche! und in einer 
Darstellung in Bethes Handbuch? gegeben hat, fehlt jede Erwahnung 
der Ausscheidung von Farbstoffen durch die Speicheldriisen. 


1 B. T. Babkin, Die auBere Sekretion der Verdauungsdriisen, 2. Aufl. 
Berlin, Springer, 1928. 

2 Die sekretorische Titigkeit der Verdauungsdriisen 3. Berlin, Springer, 
1927. 
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Die nachfolgende Arbeit sollte diese Liicke ausfiillen und die 
Ausscheidung von gewissen Farbstoffen durch die Speicheldriisey 
untersuchen. Als Mittel, die Permeabilitaét zu erforschen, schlie(it 
sich diese Untersuchung an die friihere von Jeangros! an, welcher zeigen 
konnte, daB unter verschiedenen, experimentell variierten Bedingungen 
der leicht lésliche Traubenzucker nicht durch die Speicheldriise 
hindurchtritt. 


In meinen Untersuchungen habe ich mich des Indigcarmins, des 
Natriumfluoresceins und des Erythrosins bedient. Diese Farbstoffe 
wurden in erster Linie deshalb gewahlt, weil sie sehr wasserléslich sind 
und deshalb kein physikalisch-chemischer Grund fiir ihr nicht leichtes 
Durchtreten durch die verschiedensten Membranen vorliegt. Die beiden 
erstgenannten Farbstoffe sind vielfach fiir Untersuchungen an der 
Niere herangezogen worden, und daselbst hat sich auch gezeigt, da 
sie sehr leicht im Harn auftreten und daB sie wesentlich durch die 
Glomeruli ausgeschieden werden. Ein anderer Grund, um namentlich 
das Erythrosin anzuwenden, lag in den Anregungen von Keller?, die 
in seiner Lehre iiber die Bedeutung der Elektrostatik in der Biochemie 
niedergelegt sind. Speziell das Erythrosin wurde auf Grund einer 
privaten Anregung von Herrn Dr. Keller an Prof. Asher benutzt, und 
ich méchte gleich an dieser Stelle Herrn Dr. Keller fiir die giitige Uber- 
lassung eines von ihm stammenden Erythrosinpriparats danken. 

Der Plan meiner Arbeit bestand darin, daB ich nach Injektion 
des Farbstoffs und unter Anwendung verschiedener Eingriffe priifte, 
ob der Farbstoff im Speichel auftrete, folglich sowohl die kapillaren 
wie auch die spezifischen Zellen der Speicheldriisen durchwandert. 
Zur Kontrolle wurde gleichzeitig der Ubertritt dieser Farbstoffe im 
Harn untersucht. Die erste Frage war die, ob der Farbstoff ohne jeden 
weiteren Eingriff am Tier im Speichel auftrete. Selbstverstandlich 
muBte fiir eine ergiebige Anregung des Speichelflusses gesorgt werden. 
Hierzu wurde eine Pilocarpininjektion gemacht. Sodann wurde ein 
Eingriff gemacht, von dem wir durch anderweitige Untersuchungen 
wissen, daB er die Permeabilitat der Gewebe im Sinne der Steigerung 
zu beeinflussen vermag. Hierzu bediente ich mich eines spezifischen 
Diureticums, von dem nach den Untersuchungen von Asher und seinen 
Mitarbeitern feststeht, daB dasselbe die Permeabilitat der Gewebe 
steigert. SchlieBlich wurde als machtigster Férderer der Permeabilitit 
Thyroxin benutzt. Von vornherein wurde eine Steigerung der Permea- 
bilitét ins Auge gefaBt, weil wir den Standpunkt einnahmen, der sich 


1 Jeangros, diese Zeitschr. 200, 367, 1928. 
2 R. Keller, Die Elektrostatik in der Biochemie, 8. 219. Dresden und 
Leipzig, Verlag von Theodor Steinkopff, 1929. 
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auch tatsaichlich bewahrheitet hat, daB jedenfalls unter normalen 
Bedingungen die betreffenden Farbstoffe nicht durch die Speichel- 
driisenzellen hindurchtreten wiirden. 


Methodik. 


Meine Versuche, die vom 1. Juni bis 1. September 1930 dauerten, 
wurden an vier Kaninchen ausgefiihrt. Da meine Aufgabe war, Harn und 
Speichel zu gewinnen, wurden entsprechende Methoden verwendet, die 
ein einwandfreies Auffangen von Speichel und Harn gestatteten. 


Auffangen des Speichels. 

Da es mir weniger darauf ankam quantitativ, wohl aber reinen Speichel 
zu erhalten, muBte ich Vorkehrungen treffen, um reinen Npeichel zu ge- 
winnen. ‘Triiber, verunreinigter Speichel erschwerte mir jedesmal die 
Untersuchung oder stellte sie itiberhaupt in Frage. 

Ich setzte das Tier jeweils waihrend der ganzen Versuchsdauer in 
einen Kopfkasten, wie er im Berner Physiologischen Institut fiir solche 
Zwecke in Gebrauch steht. 

Da die elegante Methode von Pawlow (Verlagerung der Ausfiihrungs- 
ginge der Unterkieferspeicheldriisen bei Hunden) am Kaninchen viel 
schwieriger auszufiihren ist und es mir auch nicht darauf ankam, den 
Speichel jeder Seite gesondert aufzufangen, bin ich anfanglich nach der 
von Takahusu' ausgearbeiteten Methode verfahren, die darin bestand, 
einen Glasstab in den Mund des Tieres zu schieben. Dieser /Stab wurde 
mit Pferdeschwanzhaaren umwickelt, so daB die Enden der Haarstringe 
senkrecht aus dem Munde heraushingen. An ihnen floB dann der Speichel 
ab. Die Methode war zum bloBen Auffangen des Speichels gut, lieferte 
aber stets von den Pferdehaaren etwas verunreinigten Speichel. Deswegen 
habe ich diese Methode dann bald fallengelassen und eine noch einfachere 
angewendet, die mir gestattete, vollstaéndig klaren und reinen Speichel 
aufzufangen. 

Bei Beginn des Versuchs, sobal-] das Tier im Kasten war, habe ich ihm 
vor der Pilocarpininjektion mit warmem Wasser mittels Watte den Mund 
vollstandig gereinigt, auch war es zu empfehlen, dem Tiere jedesmal die 
Nase zu waschen; denn die Sekrete der Nase hatten sonst den Speichel 
getriibt, was spéiter zur Beurteilung der Farbe des Speichels ein groBes 
Hemmnis gewesen wire. Nach der griindlichen Waschung muBte das Maul 
wieder mit Watte abgetrocknet werden. Als weitere VorsichtsmaBregel 
legte ich dem Tiere sofort nach der Waschung eine Papierserviette an, um 
vor einer Beriihrung des Mundes mit dem stets unreinen Kasten zu schiitzen. 
Uberhaupt muBte sehr darauf geachtet werden, daB nicht die geringste 
Spur von Farbe mit dem Speichel in Beriihrung kam, wenn man sich vor 
tiuschenden Resultaten in acht nehmen wollte. Die direkt unter das Maul 
gehaltenen Reagenzglaser, die zum Auffangen des Speichels dienten, muBten 
vor Gebrauch tiichtig gereinigt werden. 

Der Speichelflu8 war jedesmal ein relativ sehr groBer, wenn man 
streng darauf achtete, daB sich das Tier ruhig verhielt und méglichst wenig 
schluckte. Das erreichte ich dann, wenn ich ihm beide Augen wiéhrend der 
ganzen Versuchsdauer bedeckte, um es durch meine Bewegungen nicht 


1 S. Takahusu, Zeitschr. f. Biol. 75, 169, 1922. 
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aufzuregen. So war es moglich, das Schlucken des Speichels auf ein « 
tragliches Minimum zu reduzieren. Nach dem Versuch wurde das Reagen: 
glas mit dem Speichel darin sofort durch Watte oder Kork verschlosse). 
Die Hinde muBten immer wieder gereinigt werden, um das z. B. sel 
intensiv fairbende Fluorescein, mit dem man unwillkiirlich beim Zubereite: 
der Lésungen in Beriihrung kam, véllig zu entfernen. Nur mit Hilfe alk 
dieser Vorbereitungen kann man das Gelingen des Versuchs sichern. 


Auffangen des Harns. 


Da es nicht meine Aufgabe war, quantitative Bestimmungen der 
Farbstoffe im Harn durchzufiihren und auch die Menge der Absonderung 
schlieBlich gleichgiiltig war, habe ich lediglich darauf geachtet, wann, 
d. h. in welcher Zeit nach dem Versuch Harn floB und wie er gefarbt war. 
Ich katheterisierte die Tiere nicht, sondern setzte sie nach dem Versuch 
in einen geeigneten Kasten mit Sieb und fing darunter den Harn auf. Aller 
dings versuchte ich jedesmal, oft mit Erfolg, durch leichten Druck auf die 
Blase, den Harn zu entleeren. Wenn das gelang, war jedesmal leicht fest 
zustellen, ob der Harn gefarbt war. In einigen Fallen war der Harn schon 
vor der Speichelung geflossen. 


Verwendete Losungen. 


Zur Erzeugung eines guten, ergiebigen Speichelflusses habe ich eine 
0,1°,ige Pilocarpinlésung verwendet. Um dem osmotischen Druck des 
Blutes und der Gewebe gerecht zu werden, léste ich das Pilocarpin, dann 
auch die Farbstoffe, stets in einer 0,9 °,igen NaCl-Lésung. 

Die 0,1°,ige Pilocarpinlésung geniigte, um zu einer vollen Wirkung 
zu gelangen. Die Dauer des Speichelflusses war 20 Minuten bis ' Stunde 
Bei Tieren, die schon viel gebraucht wurden, nahm natiirlich die Zeit der 
Speichelabsonderung ab, weil sie weniger Fliissigkeitsreserven besaBen. 
Ich injizierte 3 ccm dorsal, subkutan. Alle 14 Tage erneuerte ich die Pilo 
carpinlésung. Sie muBte steril sein. 


Die Farblésungen. 

Es wurden Versuche gemacht mit: 

Indigearmin, 

Na-Fluorescein, 

Erythrosin pur, 
alle von Griibler & Cie. 

1. Indigearmin. 

Tiefblauer Farbstoff, sehr intensiv farbend, leicht wasserléslich, 
basischer Farbstoff. Verwendete Konzentrationen: 0,8, 1,0, 1,2, 1,5° 
Injektionsmenge: 1 bis 2 cem. Injektionsart: Nur intramuskulir (Glutaea! 
gegend). 

2. Na-Fluorescein. 


Rotgelbes Pulver, leicht wasserléslich; in Lésung stark griin fluores 
zierend. Diese Fluoreszenz la4Bt noch geringste Konzentrationen des 
Farbstoffs erkennen. Saurer Farbstoff. Verwendete Konzentrationen 
0,2, 0,5, 0,8, 1, 1,5°,. Injektionsmenge: | und 2 cem. Injektionsart: Intra 
muskulir; intraperitoneal; intravenés. Bei der intravenésen Injektion 
injizierte ich 5 ccm. 
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3. Erythrosin pur. 

Roter Farbstoff, leicht léslich in Wasser. Intensiv auch in sehr ver- 
diinnter Lésung griin fluoreszierend. Es wurde nur das fluoreszierende 
Erythrosin gebraucht. Saurer Farbstoff. Mit Na-Fluorescein verwandt. 
Injektionsmenge: 1 und 2cem. Verwendete Konzentrationen: 0,5, 0,8, 
1, 1,2, 1,5°,. Injektionsart: Nur intramuskulir. 

Alle drei Farblésungen wurden bis zum Ende einer einzelnen Versuchs- 
reihe in steigenden Konzentrationen verwendet. Sie wurden stets frisch 
hergestellt und jedesmal durch Kochen sterilisiert. Gelést wurden die 
Farbstoffe in 0,9°,iger Na Cl-Lésung. 


Spritzen. 

Es wurden nur genaue und gut funktionierende Spritzen verwendet. 

Fiir Pilocarpininjektionen und Farbinjektionen geniigte die einfache 
Rekordspritze zu 5eem. Sie wurde aufs peinlichste steril gehalten. 

Zur Schonung der Tiere bei der Injektion und zum guten Gelingen der- 
selben brauchte ich stets einen Gehilfen, der mir das Tier ruhig hielt. Bei 
intramuskuldrer Injektion wurde das Kaninchen auf die Seite gelegt und 
festgehalten, so daB ein Bein frei und fiir die Spritze zuginglich war. So 
war es méglich, dem Tiere unter nur einmaligem Ansetzen einzuspritzen. 
Mit den Injektionen wechselte ich ab: linkes Bein, rechtes Bein usw. Bei 
intraperitonealer Injektion fesselte ich das Tier riicklings auf dem Spann- 
brett. Intravendse Injektionen habe ich stets allein ausgefiihrt. Um Hyper- 
imie der Ohrrandvene zu erzeugen, wurde vor der Injektion die ‘betreffende 
Ohrgegend mit Xylol abgerieben. Es war dann leicht die Nadel in die 
Vene einzufiihren. 

Zeitliches. 

Die Pilocarpininjektion wurde stets 10 bis 40 Minuten nach der intra- 
muskularen oder intraperitonealen Injektion von Farblésung ausgefiihrt. 
Nur bei intravenéser Injektion von Farbstoff muBte die Pilocarpininjektion 
der intravenésen sofort nachfolgen, wenn man nicht riskieren wollte, daB 
der Farbstoff vorzeitig durch die Niere ausgeschieden wurde. 

Diureticum. 

Um eine geniigende Diurese zu erzeugen, verwendete ich ‘0,12 °, ige 
Euphyllinlésungen, von denen ich je 2cem intramuskulir einspritzte. 
Die Injektionen von Diureticum erfolgten immer 5 bis 10 Minuten vor der 
Pilocarpininjektion. Ich wandte Diureticum nur am Normaltier an. 


Thyroxinbehandlung. 
Fiir Thyroxininjektionen verwendete ich das von der Firma Ho//mann- 
La Roche u. Co. in Basel synthetisch hergestellte und mir zu meinen Ver- 
suchen giitigst zur Verfiigung gestellte Thyroxin in Ampullen zu 1,1 cem. 
Sie enthalten eine 1°/,,ige L6sung von Thyroxin. 
Die Injektionsmenge war: 0,l cem pro Il kg Kérpergewicht. Die 
Injektionsart war: Intravenés, Ohrrandvene. Die Tiere muBten vor jeder 
Injektion gewogen werden. 


Die laut Kérpergewicht berechnete Menge Thyroxinlésung fiillte ich 
bis zu 1 cem mit einer sterilen 0,9°,igen NaCl-Lésung auf, dann injizierte 
ich die ganze Menge von | ccm intravends. 
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Spritze. 


Da auf Genauigkeit geachtet werden muBte, verwendete ich eine 
zahnirztliche, verbesserte Fischer-Spritze, die gestattete, auf 0,05 ccm 


genau abzumessen. 

Das Thyroxin zeigt gew6hnlich erst nach zweimal 24 Stunden sein 
volie Wirkung, deshalb leitete ich am betreffenden Tier 2 Tage vor dem 
Versuch die Thyroxininjektion ein. 


Untersuchungsmethoden. 


Fiir Indigcarmin geniigte das genaue, scharfe Betrachten des Speichels 
und seine Priifung auf Fiirbung. Der Speichel wurde betrachtet im diffusen 
Tageslicht, vor weiBer Unterlage, im Sonnenlicht und elektrischem Licht 
in der Dunkelkammer. Als Vergleichsproblem dienten ein Reagenzglas 
mit Wasser und eines mit einer kaum bemerkbar gefirbten Indigearmin 
losung. 

Fiir Fluorescein und Erythrosin gibt es ein Mittel, die bei Tageslicht 
schon nicht mehr zu erkennenden Konzentrationen, dank ihrer Fluoreszenz. 
doch noch zu erkennen. Es ist das ultraviolette Licht. Ich untersuchte 
mit der Quarzlampe. Diese lieB ich 10 Minuten strahlen, schaltete den 
Widerstand aus und hielt nun die Reagenzgliser mit dem Speichel in die 
Ultraviolettstrahlen. Wenn Fluoreszenz da war, war sie sofort zu erkennen. 

Wichtig war, da®8 man sofort nach dem Versuch die Untersuchung 
unter der Quarzlampe einleitete, da sich sonst der Speichel beim Stehen- 
lassen bakteriell zersetzte und durch Leuchten Fluoreszenz vortiéuschte; 
dabei durften die Reagenzglaser natiirlich keine Eigenfluoreszenz haben. 


Konzentrationen. 


Fluorescein. Durch eine Konzentrationsskala habe ich genau fest- 
gestellt, bei welcher Konzentration eben gerade noch unter dem ultra- 
violetten Licht und bei Tageslicht Fluoreszenz zu erkennen ist. Ich habe 
eine 1°%,ige Lésung hergestellt und diese solange verdiinnt, bis gerade 
noch schwachste Fluoreszenz sich zeigte. Dabei stellte ich diese Kontrol! 
lésungen immer in Reagenzglaisern her, da ich ja auch den Speichel in 
Reagenzglisern betrachtete. 

Im diffusen Tageslicht noch zu erkennen: Konzentrationen von 
0,00007°, in 10 cem H,0O. 

Im ultravioletten Licht noch zu erkennen: Konzentrationen von 
0,000 001 ©. iger Lésung. 

Erythrosin. Dieselbe Methode gilt auch fiir Erythrosin. 

Am Tageslicht noch zu erkennen: Konzentrationen von 0,0001 bis 
0,000 08 °,. 

Im _ ultravioletten Licht noch zu erkennen: Konzentrationen von 
0,000 004 bis 0,000006 °,. 

Erythrosin fluoreszierte schwacher als Fluorescein. 

Wahrend der Versuche wurde auch darauf geachtet, wie sich die Menge 
des abgesonderten Speichels bei Normal- und Thyroxintieren zueinande: 
verhielt. Es wurde dabei die Tropfenzahl des ausflieBenden Speichels pro 
Minute genau registriert. Die Angaben bei den betreffenden Protokollen 
beziehen sich stets auf die Zeit von 10 bis 12 Minuten nach der Pilocarpin- 
injektion, d. h. auf das Maximum der Speichelabgabe. Es sind also Maxima! 
werte. 
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Normalversuche. 
Vorversuch: Priifung des normalen Speichels. Kaninchen A. 
95 30’: Injektion von 3 ccm 0,1°,iger Pilocarpinlésung. 
9 33’: Erster SpeichelfluB, tropfenweise. 
9 40: Maximum des Speichelflusses. 
% 50: Unterbrechung des Versuchs. 
Speichelmenge: 8cem. Speichel klar und ungefarbt. 
Tropfenzahl: 12 bis 14 pro Minute. 


Protokoll 1. 
Kaninchen A. 
Injektion von 1 cem 0,5°,iger Indigecarminlésung intramuskulir. 
15" 00’: Beginn des Versuchs. Injektion von 1 cem 0,5 °,iger Indigearmin- 
lésung, intramuskular (Glutaealgegend). 
15 20: Injektion von 3ccm 0,1 °oiger Pilocarpinlésung (subkutan). 
15 24: Erster SpeichelfluB. Speichel ist zuerst fadenziehend, spater 
flieBt er tropfenweise. Diinnfliissig. 
15 45: Unterbrechung des Versuchs. 
Speichelmenge: 8cem. Speichel ungefarbt und klar. 
Tropfenzahl: 11 bis 14 pro Minute. 


Protokoll 2. 


Kaninchen A. 


) 


165 10’: Injektion von 1 cem 0,5°,iger Indigcarminlésung, intramuskular. 
16 20: Injektion von 3 cem 0,1°,igem Pilocarpin, dorsal subkutan. 
16 23: Erster SpeichelfluB. Speichel fadenziehend. 
16 40: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge: ll cem. Der Speichel ist farblos und klar. 
Harn: griinblau. 


Protokoll 3. 
Kaninchen B. 
Vorversuch : 
145 10’: Injektion von 3 cem 0,1 °,igem Pilocarpin. 
14 12: Erster SpeichelfluB. Sehr intensive Speichelung. 
14 25 : Unterbrechung. 
Menge: 10 ccm. Speichel voéllig klar und ungefarbt. 


Hauptversuch: Nach */, Stunden wurde demselben Tier B eine Farb- 
injektion gemacht. Die Konzentrationen wurden gesteigert. 
155 15’: Injektion von 2 cem 0,8 °,iger Indigcarminlésung. 
15 35: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
15 40: Erster SpeichelfluB. Tropfenweise, sehr diinnfliissig. 
16 00: Unterbrechen des Versuchs. 


Speichelmenge: 9ccm. Speichel zeigt nicht die Spur von blaulicher 
Firbung. 

Harn: Nach Druck auf die Blase flo8 Harn. Er war intensiv griinblau 
gefarbt. 
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Protokoll 4. 
Kaninchen A. 
Injektion von 2 cem 1,2 °,iger Indigcarminlésung. 
156" 55’: Injektion von 2 cem 1,2°,igem Indigearmin. 
16 30: Injektion von 3ccm Pilocarpin. 
16 35: Erste Speichelung. 
17 00: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge: 5ecem. Speichel war triib und ungefarbt. 
Tropfenzahl: 8 bis 10 pro Minute. 
Harn: griinblau. 


Protokoll 5. 
Kaninchen B. 
108 00’: Injektion von 2 cem 1,5°,igem Indigcarmin. 
10 25: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
10 30: Erste Speichelung. 
10 55: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge: 6cem. Speichel ist klar und ungefarbt. 
Harn: = griinblau. 
Ergebnis. Trotz Steigerung der Konzentrationen des Farbstoffs von 
0,5 bis zu 1,5°, und der Menge von | bis zu 2 cem wurde in keinem Falle 
auch nicht geringste Spuren von Farbstoff im Speichel vorgefunden. Die 
Untersuchungsmethoden waren die in der ,,Methodik*t beschriebenen. 
Indigearmin tritt beim Normaltier nicht in den Speichel tiber, wohl 
aber in groBer Konzentration in den Harn. 


Protokoll 6. 
Tier A. 
Injektion von Farbstoff mit nachfolgender Injektion von 0,12 
Euphyllin. 
165 50’: Injektion von 2 ecem 1,5 °,igem Indigearmin. 
17 10: Injektion von 2 cem 0,12°,igem Euphyllin, intramuskular. 
17 2Q: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
17 25: Erster SpeichelfluB. 
17 50: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge: 12 cem. Speichel ist klar, diinnfliissig, ungefarbt. 
Tropfenmenge: 12 bis 14 pro Minute. 
Harn: griinblau. 


Protokoll 7. 
Tier B. 
16" 30’: Injektion von 2 cem 1,5°,igem Indigcarmin. 
15 50: Injektion von 2 cem Euphyllin. 
16 05: Injektion von Pilocarpin. 
16 12: Erster SpeichelfluB. Speichel sparlich. 
16 40: Unterbrechung. 


Menge: 7cem. Speichel ist ungefirbt, klar. 
Harn:  blaugriin. 
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Ergebnis. Obschon das Tier unter Diurese war, hat dieselbe auf die 
Permeabilitaét der Speicheldriise keinen EinfluB gehabt; denn auch mit 
Diureticum trat der Farbstoff in beiden Fallen nicht durch. Was die Speichel- 
menge anbetrifft, so war sie ungefaihr gleich wie ohne Diurese. Es hat also 
das Diureticum auch nicht die ausgeschiedene Speichelmenge beeinflussen 
konnen. Die Harnabsonderung aber hat eine Beschleunigung erfahren. 
Die Niere sprach normal auf die Diurese an. Es floB schon wahrend des 
Versuchs blaugriiner Harn, ohne da®B die Blase kiinstlich durch Druck 
zur Entleerung gebracht wurde. 

Auch unter starker Diurese tritt beim Normaltier der Farbstoff nicht 
in den Speichel iiber, wohl aber in den Harn. 


Normalversuche mit Na-Fluoreseein. 


Protokoll 8. 
Kaninchen C. 
Injektion von lcem 0,5°%iger Na-Fluoresceinlésung, intramuskulir. 
168 10’: Injektion von 1 cem 0,5°,igem Na-Fluorescein. 
16 30: Injektion von 3cem Pilocarpin. 
\6 33: Erster Speichelflu8. Sehr diinnfliissig. Tropfenweise. 
16 55: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge: 10 ccm. Speichel ungefarbt und klar. 
Tropfenzahl: 14 pro Minute. 


Quarzlampenanalyse: Keine Spur von Fluoreszenz des Speichels. 


Protokoll 9. 
Kaninchen A. 
162 07’: Injektion von 1,5cem 0,5°,iger Na-Fluoresceinlésung, intra- 
peritoneal. 
16 35: Injektion von 3cem Pilocarpin (subkutan dorsal). 
i6 40: Erster SpeichelfluB. 
17 00: Unterbrechung. 
Speichel floB tropfenweise, war véllig klar und ungefarbt.. Nicht 
fluoreszierend. 
Menge: 10 ccm. 
Tropfenzahl: 12 bis 14 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Speichel zeigte keine Fluoreszenz. 
Harn: Stark fluoreszierend, gelbgriin gefirbt. Starke Konzentration 
von Fluorescein im Harn. 


Protokoll 10. 
Kaninchen C. 
15 50’: Injektion von 2 ccm 1 °,iger Na-Fluoresceinlésung, intramuskular. 
16 20: Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 
16 22: Erster SpeichelfluB. 
16 45 : Unterbrechung. 
Menge: 15 ccm. Speichel war klar und ungefarbt, nicht fluoreszierend. 
Tropfenzahl: 13 bis 14 pro Minute. 
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Harn: Stark griin fluoreszierend. Bei diesem Versuch floB sehoy 
5 Minuten nach der Pilocarpininjektion gelbgriiner, fluoreszierender Harn 
Das war der Beweis, daB der Farbstoff wihrend der Versuchszeit wirk|!ich 
schon im Blute kreiste, also auch die Speicheldriisen erreichte. 


Protokoll 11. 
Kaninchen D. 
115 25’: Injektion von 2 cem 1,2°,igem Fluorescein, intramuskulir. 
11 55: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
11 57: Erste Speichelung. 
Menge: 6cem. Speichel ungefirbt und nicht fluoreszierend. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz des Speichels. 
Harn: Stark fluoreszierend. Konzentration der Farbe sehr groi 


Protokoll 12. 
Kaninchen B 
00’: Injektion von 2cem 1,5°,igem Na-Fluorescein (intramuskulir). 
30 : Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 
32: Erster Speichel. 
55 : Unterbrechung des Versuchs. 
Menge: 13cem. Speichel ungefirbt und klar. 
Tropfenzahl: 14 bis 15 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz. 


Harn: Stark gelbgriin. Fluoresziert. sofort 


Protokoll 13. 
Kaninchen A. 
105 00’: Injektion von 2 ccm 1,5°%iger Fluoresceinlésung. 
10 40: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
10 45: Ester SpeichelfluB. 
11 00: Unterbrechung. 
Menge: 10 cem. Speichel war klar und ungefiarbt. 
Tropfenzahl: 12 bis 14 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Speichel zeigt keine Fluoreszenz. 
Harn: Gelbgriin. Stark fluoreszierend. 


' Protokoll 14. Ei 


och i 


Bei den folgenden Versuchen habe ich intravends injiziert. Da der 
Farbstoff direkt ins Blut gebracht wurde und die Injektionsmenge erhoht J U™ 
werden muBte, setzte ich deshalb die Konzentrationen herab, um das Tier J er Er 


nicht zu schidigen. ein ZA 
In aller 


N: 
nicht i 
Sofortige Injektion von 3 cem Pilocarpin subkutan. hae. 
Erster SpeichelfluB. Diures: 

: Unterbrechung. war au 
Menge: 6ccm. Speichel klar, ungefarbt. tionen 
Tropfenzahl: 10 bis 12 pro Minute. ruhig | 
Quarzlampenanalyse: Speichel zeigte keine Fluoreszenz. leigten 
Harn: Stark gefarbt. verwen 


50’: Injektion von 5cem 0,2° iger Na-Fluoresceinlésung, intravenis 
in linke Ohrrandvene. 
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Protokoll 15. 
Tier A. 

15° 30’: Injektion von 5cem 0,5°,igem Na-Fluorescein, intravendés. 
15 33: Injektion von Pilocarpin. 
15 38: Erste Speichelung. 
15 50: Unterbrechung des Versuchs. 

Menge: 12 ccm. Speichel klar, ungefarbt. 

Tropfenzahl: 12 bis 14 pro Minute. 

Quarzlampe: Keine Fluoreszenz des Speichels. 

Harn: Stark gelbgriin und fluoreszierend. 


Protokoll 16. 
Diureseversuch. Tier B. 
15" 25’: Injektion von 2cem_ 1,5°,iger Na-Fluoresceinlésung, intra- 
muskular. 

15 40: Injektion von 2 cem 0,12° ,igem Euphyllin, intramuskulir. 
15 50: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
15 53: Erster SpeichelfluB. 
16 15: Unterbrechung des Versuchs. 

Menge: 10 cem. Speichel ist diinnfliissig, klar, ungefarbt. 

Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz. 

Harn: Sehr stark konzentriert an Farbstoff. Harnmenge verdoppelt. 
Sofortiges Ausscheiden von Farbstoff aus dem Blut in den Harn. 


Protokoll 17. 
Diureseversuch. Tier D. 
gh 20’: Injektion von 2 cem 1,5 °,iger Na-Fluoresceinlésung. 
9 35: Injektion von 2 cem Diureticum. 
9 45: Injektion von 3cem Pilocarpin. 
9 48: Erster SpeichelfluB. 
10 05 : Unterbrechung. 
Menge: 13cem. Speichel klar, ungefiarbt. 
Tropfenzahl: 10 bis 12 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz im Speichel. 
Harn: Stark fluoresziefend. 

Ergebnis. Trotz des sehr intensiven Farbstoffs Na-Fluorescein, der 
och in 1/:o90000 Verdiinnung unter dem Quarzlampenlicht zu erkennen 
st, und trotz der Steigerung der Konzentrationen von 0,5 bis zu 1,5°, und 
ler Erhéhung der Injektionsmenge auf 2 cem war im Speichel nie Fluores- 
ein zu bemerken. Die Nierenzellen aber sind in hohem MaBe permeabel. 
In allen Fallen war der Harn gefarbt. 

Na-Fluorescein tritt bei Normaltieren ohne und mit Diuresewirkung 
nicht in den Speichel, wohl aber in sehr groBer Konzentration in den Harn 
iber. Auch hier ist zu bemerken, daB die Niere sofort beide Male auf die 
Diurese mit erhéhter Harnabsonderung ansprach. Die Speichelmenge aber 
war auch hier von der ohne Diurese nicht verschieden. Was die Konzentra- 
tionen der injizierten Lésungen betrifft, so konnte man bei Fluorescein 
ruhig bis zu 1,5°,ige Lésung injizieren, ohne daB toxische Wirkungen sich 
zeigten. Es muBten aber vorsichtig stufenweise gréBere Konzentrationen 
erwendet werden, um abzuwarten, wie die Tiere den Farbstoff vertrugen. 


28* 
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Normalversuche mit Erythrosin pur. 


Injektion von Erythrosinlésung intramuskular. 


Protokoll 18. 


Tier A. 
145 45’: Injektion von 1! cem 0,5 °,iger Erythrosinlésung, intramuskulii: 
15 15: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
15 18: Erste Speichelung. 
15 35: Unterbrechung. 


Menge: 12 ccm. Speichel war klar und ungefarbt, nicht fluoreszierend 


Tropfenzahl: 13 bis 14 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz. 


Harn: Stark rotbraun gefairbt. Eine Probe mit Wasser 


zeigte deutlich Fluoreszenz. 
Protokoll 19. 
Tier B. 


Gesteigerte Konzentrationen. 


165 20’: Injektion von 2 cem 0,8°,igem Erythrosin pur, intramuskulir. 


17 05: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 

17 10: Erste Speichelung. 

17 30: Unterbrechung. 
Menge: 23 ccm. Speichel farblos, klar. 
Tropfenzahl: 16 pro Minute. 


Quarzlampenanalyse: Speichel zeigt keine Fluoreszenz. 


Harn: Rotbraun, fluoresziert. 


Protokoll 20. 
Tier D. 


92 50’: Injektion von 2 ccm 1 °,iger Erythrosinlésung, intramuskulir. 


10 15: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 

10 17: Erste Speichelung. 

10 35: Unterbrechung. 
Menge: 15cem. Speichel war farblos und klar. 
Tropfenzahl: 13 bis 14 pro Minute. 


Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz des Speichels. 


Harn: Rotbraun, fluoreszierend. 


Protokoll 21. 
Tier C. 
165 00’: Injektion von 2 cem 1,2°,igem Erythrosin. 
16 35: Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 
16 40: Erste Speichelung. 
7 00: Unterbrechung. 
Menge: l5cem. Speichel ungefarbt, klar. 
Tropfenzahl: 10 bis 13 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Speichel fluoresziert nicht. 
Harn: Fluoresziert, rotbraun gefarbt. 
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Protokoll 22. 
Tier A. 
14 50’: Injektion von 2cem 1,5%igem Erythrosin. 
15 20: Injektion von Pilocarpin. 
15 23: Erster SpeichelfluB. 
15 50: Unterbrechung. 
Menge: 8ccm. Speichel klar, ungefirbt, fluoresziert nicht. 
Tropfenzahl: 10 bis 14 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz. 
Harn: Rotbraun, fluoresziert. 


Protokoll 2: 
Diureseversuch. Tier D. 
gh 30’: Injektion von 2cem 1,5°%,igem Erythrosin, intramuskular. 
9 50: 2cem 0,12°,iges Euphyllin, intramuskulir. 
10 00: Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 
10 05: Erste Speichelung. 
10 20: Unterbrechung. 
Menge: 10 cem. Speichel farblos, klar. 
Tropfenzahl: 11 bis 12 pro Minute. 
Quarzlampe: Keine Fluoreszenz. 
Harn: Rotbraun, erhéhte Menge. 


Protokoll 24. 
Diureseversuch. Tier B. 
148 15’: Injektion von 2cem 1,5°%igem Erythrosin. 
14 30: Injektion von 2cem 0,12°% igem Euphyllin. 
14 40: Injektion von Pilocarpin. 
14 45: Erste Speichelung. 
15 05: Unterbrechung. 
Menge: 13 ceni. Speichel farblos, klar. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz. 
Harn: Rotbraun, fluoresziert. 


Ergebnis. Auch bei Erythrosin, das im Grunde ein aihnlicher Farbstoff 
wie Fluorescein ist und auch griin fluoresziert, wurde in keinem Falle ein 
Durchtritt durch die Speicheldriisen beim Normaltier beobachtet. Der 
Farbstoff wurde unter gleichen Bedingungen, gleichen Konzentrationen 
und gleicher Menge wie Fluorescein gegeben, und es zeigten sich nie toxische 
Wirkungen. Von intravenéser Injektion wurde abgesehen. 

Diureticum hatte ebenfalls keinen Einflu8 auf die Permeabilitiit der 
Speicheldriisen fiir Farbstoffe, wohl aber sprach die Niere auf die Diurese 
in normalem Verhaltnis an. 


Erythrosin tritt beim Normaltier mit und ohne Diureticum nicht in 
den Speichel tiber, wohl aber in groBer Konzentration in den Harn. 
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Versuche an Thyroxintieren. 
Indigcarminversuche. 
Protokoll 25. 
Tier D. Gewicht 2200 g. 
Vorbehandlung. 2 Tage vor dem Versuch wurden 0,25 cem einer 1°/ ggizen 
Thyroxinlésung intravendés injiziert. 
145 55’: Injektion von 2 cem 1,5°igem Indigcarmin, intramuskuliir. 
15 20: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
15 25: Erster SpeichelfluB. 
15 40: Unterbrechung. 
Menge: 22ccem. Es flo®8 reichlich Speichel. 
Tropfenzahl: 18 bis 20 pro Minute. 
Speichel: Farblos, klar. 
Harn: Stark blaugriin gefarbt. 


Protokoll 26. 
Tier B. Gewicht 1950 g. 
Vorbehandlung. 2 Tage vor dem Versuch wurden 0,2 ccm einer 1°/ g9igen 

Thyroxinl6sung injiziert. 
9h 30’: Injektion von 2cem 1,5°(jiger Indigearminlésung. 
9 45: Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 
9 50: Erster SpeichelfluB. 
10 10: Unterbrechung des Versuchs. 

Menge: 18cem. Speichel farblos, klar. 

Tropfenzahl: 16 pro Minute. 

Harn: Blaugriin. 


Protokoll 27. 
Tier C. Gewicht 1850 g. 

Vorbehandlung. 2 Tage vor dem Versuch Injektion von 0,18 cem eine! 
1°/g9igen Thyroxinlésung (intravenés). 
155 00’: Injektion von 2 cem 1,5°,iger Indigcarminlésung. 
15 2 
15 2 

5 


15 


: Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 
8: Erster SpeichelfluB. 
0 : Unterbrechung des Versuchs. 


~ 


. 


Menge: 17 ccm. Speichel farblos, klar. 
Tropfenzahl: 14 bis 16 pro Minute. 
Harn: Blaugriin. 


Ergebnis. Wenn nur die Qualitét des Speichels betrachtet wurde, 
so zeigte sich offensichtlich, daB er sich vom Speichel bei Normaltieren 
gar nicht unterschied. Es ist auch hier in keinem der Versuche bei 
Thyroxintieren Farbe im Speichel zu beobachten gewesen. Obschon 
Thyroxin derjenige Stoff ist, der Grundumsitze, Stoffwechsel und 
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besonders die Permeabilitat steigert, vermochte er doch die Speichel- 
driisen nicht dahin zu bringen, fiir das Indigcarmin, sei es auch nur in 
geringsten Konzentrationen, permeabel zu werden. So tritt also auch 
Indigearmin, gleich wie Zucker, nicht durch. 

Was die Quantitaét des aufgefangenen Speichels betrifft, so wird 
spiter dariiber gesprochen. 

Was die Nieren anbetrifft, so verhielten sie sich wie diejenigen der 
Normaltiere, sie lieBen den Farbstoff in groBer Konzentration durch- 
treten. Die Harnmenge war nicht merklich verandert, auch die im 
Harn vorhandene Konzentration an Farbstoff war dieselbe. 

Indigcarmin geht bei Thyroxintieren trotz der permeabilitats- 
erhéhenden Wirkung des Thyroxins nicht in den Speichel, wohl] aber 
in hoher Konzentration in den Harn iiber. 


Fluoreseeinversuche. 
Protokoll 28. 
Tier D. Gewicht 2100 g. 
Vorbehandlung. Injektion von 0,25 cem einer 1 °,igen Thyroxinlésung, 
intravenés injiziert, 2 Tage vor dem Versuch. 
168 55’: Injektion von 1 cem 1 °,iger Na-Fluoresceinlésung. 
17 30: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
17 32: Erster SpeichelfluB. 
17 55: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge des aufgefangenen Speichels: 20 cem. 
Speichel: Diinnfliissig, farblos, klar. 
Tropfenzahl: 16 bis 20 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz des Speichels. 
Harn: Gelbgriin. Stark fluoresceinhaltig. 


Protokoll 29. 
Tier B. Gewicht 1950 g. 
Vorbehandlung. 2 Tage vor dem Versuch Injektion von 0,2 cem einer 

1°,igen Thyroxinlésung, intravends. 
158 45’: Injektion von 2cem 1,2°,iger Fluoresceinlésung, intramuskular. 
15 25: Injektion von nur 1,5 cem Pilocarpin. 
16 30: Erster SpeichelfluB. 
16 45: Unterbrechung des Versuchs. 

Menge des aufgefangenen Speichels: 16 ccm. 

Speichel: Farblos, klar. 

Tropfenzahl: 17 bis 19 pro Minute. 


Quarzlampenanalyse: Fluoreszenz. 


Harn: Stark griingefairbter Harn schon wahrend des Versuchs. 
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Protokoll 30. 
Tier C. Gewicht 1850 g. 
Vorbehandlung wie bei Protokoll 29. 

155 25’: Injektion von 2 cem 1,5°(iger Fluoresceinlésung. 
15 50: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
15 54: Erster SpeichelfluB. 
16 10: Unterbrechung. 

Menge des gewonnenen Speichels: 10 cem. 

Speichel: Klar, farblos. 

Quarzlampenanalyse: Speichel fluoresziert ganz schwach. 


Protokoll 31. 
Tier D. Gewicht 2000 g. 


Vorbehandlung. 2 Tage vor dem Versuch Injektion von 0,2 cem einer 
1°,igen Thyroxinlésung, intravenés. 


105 00’: Injektion von 2cem 1,5°,iger Fluoresceinlésung, intramuskulir 
10 35: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
10 38: Erster SpeichelfluB. 
10 55: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge des gewonnenen Speichels: 12 ccm. 
Speichel: Klar, farblos. 
Quarzlampenanalyse: Fluoreszenz. 
Harn: Stark konzentriert, fluoresceinhaltig. 


Protokoll 32. 
Tier B. Gewicht 2000 g. 
Vorbehandlung wie bei Protokoll 31. 
16® 10’: Injektion von 2 cem 1,5 °%igem Fluorescein. 
10 30: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
10 36: Erster SpeichelfluB. 
11 00: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge des gewonnenen Speichels: 8 ccm. 
Speichel: Farblos, leicht getriibt. 
Quarzlampenanalyse: Speichel fluoresziert. 
Tropfenzahl: 12 bis 14 pro Minute. 
Harn: Stark fluoreszierend. 


Protokoll 33. 
Tier C. Gewicht 1850 g. 
Vorbehandlung wie oben. 
155 30’: Injektion von 5 cem 0,2°,igem Fluorescein, intravenés. 
15 33: Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 
15 38: Erster SpeichelfluB. 
15 50: Unterbrechung des Versuchs. 


Menge: 20cem. Speichel: Klar, farblos. 
Tropfenzahl: 16 bis 18 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Speichel leicht fluoreszierend. 
Harn: Gelbgriin, fluoreszierend. 
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Protokoll 34. Tier D. Gewicht 2100 g. 
16" 15’: Injektion von 3ccem Pilocarpin. Sofort nachher Injektion von 
5cem 0,5°% igem Fluorescein, intravends. 
16 18: Erste Speichelung. Sehr spontane Speichelabsonderung. 
16 30: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge des aufgefangenen Speichels: 23 ecm. 
Speichel: Farblos, leicht getriibt. 
Tropfenzahl: 18 bis 20 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Speichel fluoresziert. 
Harn: Stark konzentriert, fluoresceinhaltig. 

Ergebnis. Vergleichen wir diese Versuchsreihe mit derjenigen der 
Fluoresceinversuche ohne Thyroxin, also bei Normaltieren, so hat 
hier das Thyroxin eine tiberraschende Wirkung gezeigt. Bei Thyroxin- 
tieren ist Farbstoff durchgetreten und im Speichel mit dem Quarz- 
lampenlicht quantitativ nachzuweisen gewesen. Allerdings war die 
durchgegangene Menge Farbstoff eine geringe. Ich stellte deshalb 
auch wieder Kontrollproben her, die mir die Beurteilung besser er- 
laubten. Ich verglich mit reinem Wasser und mit einer Fluorescein- 
lésung von 1/; 999909 Verdiinnung. 

In allen Fallen fiihrte ich Konzentrationsbestimmungen durch und 
fand, daB das Fluorescein im Speichel in pur einer Konzentration von 
maximal 0,000006 bis 0,000003°, vorkam. Es waren dies Konzentra- 
tionen, die bei gew6hnlichem Tageslicht und elektrischem Licht nie 
erkannt worden waren. 

Die Speicheldriisenzellen sind bei mit Thyroxin behandelten 
Tieren fiir Fluorescein permeabel. Fluorescein tritt allerdings nur in 
geringsten Mengen in den Speichel tiber. 

Die Nierenzellen zeigten wie bei den Normaltieren dieselbe Per- 
meabilitét fiir Farbstoffe. In allen Fallen war der Harn kurz nach 
oder schon wahrend des Versuchs stark fluoresceinhaltig. Interessant 
war, daB erst bei relativ hohen Konzentrationen das Fluorescein in den 
Speichel iibertrat, wihrend es z. B. im Kammerwasser des Auges schon 
bei Injektion von 5cem einer 0,05 bis 0,07°% igen Lésung nach- 
zuweisen ist. 

Versuche mit Erythrosin. 
Protokoll 35. Tier C. Gewicht 1900 g. 

Vorbehandlung. 2 Tage vor dem Versuch Injektion von 0,2 cem einer 
1°/, igen Thyroxinlésung intravendés. 
15h 00’: Injektion von 2 cem 1,2°,igem Erythrosin. 

15 40: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
15 42: Erster SpeichelfluB. 
16 00: Unterbrechung des Versuchs. 


Menge: 8cem. Speichel klar, farblos. 
Tropfenzahl: 10 bis 12 pro Minute 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz. 
Harn: Rotbraun, fluoresziert. 
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Protokoll 36. 
Tier D. Gewicht 2150 g. 
Vorbehandlung wie bei Protokoll 35. 
105 50 : Injektion von 2 cem 1,2°,iger Erythrosinlésung. 
11 15: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
11 45: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge: 15cem. Speichel farblos, klar. 
Tropfenzahl: 15 bis 16 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz. 


Protokoll 37. 
Tier B. Gewicht 1950 g. 
Vorbehandlung. Injektion von 0,2 cem Thyroxinlésung. 
108 30’: Injektion von 2 cem 1,5°,iger Erythrosinlésung. 
10 50: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
11 54: Erster SpeichelfluB. 
11 20: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge: 20 ccm. Speichel farblos, leicht getriibt. 
Tropfenzahl: 18 bis 20 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Speichel fluoresziert nicht. 
Harn: Rotbraun, fluoreszierend. 


Protokoll 38. 
Tier D. Gewicht 2200 g. 


Vorbehandlung. Injektion von 0,25 ccm einer 1°/, igen Thyroxin- 


losung. 
9b 20’: Injektion von 2 cem 1,5°,igem Erythrosin, intramuskular. 
9 50: Injektion von 3 cem Pilocarpin. 
10 02: Erster SpeichelfluB. 
10 30: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge des aufgefangenen Speichels: 20 ccm. 
Tropfenzahl: 16 bis 20 pro Minute. 
Speichel: Farblos, klar. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz des Speichels. 
Harn: Rotbraun. 


: 
Protokoll 39. 


Tier C. Gewicht 1850 g. 


Vorbehandlung. Injektion von 0,18 cem Thyroxin. 
9» 55’: Injektion von 2 cem 1,5°,igem Erythrosin. 
10 25: Injektion von Pilocarpin. 
10 45 : Unterbrechung. 
Menge: 15 ccm, Speichel klar, farblos. 
Tropfenzahl: 16 bis 18 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz des Speichels. 


Harn: Stark fluoreszierend, rotbraun gefarbt. 
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Protokoll 40. 
Tier B. Gewicht 1900 g. 

Vorbehandlung. 2 Tage vor dem Versuch Injektion von 0,2 cem Thy- 
roxinlésung. 

9 55’: Injektion von 2cem 1,5°%,iger Erythrosinlésung, intramuskulir. 
\0 05: Injektion von Pilocarpin. 
10 10: Erster SpeichelfluB. 
10 30: Unterbrechung des Versuchs. 
Menge: 9ccm. Speichel farblos, klar. 
Tropfenzahl: 18 pro Minute. 
Quarzlampenanalyse: Keine Fluoreszenz des Speichels. 
Harn: Rotbraun. 

Ergebnis. Im Gegensatz zu dem iibrigens sehr nahe verwandten 
Fluorescein ist in keinem Falle, wie aus meinen Protokollen hervorgeht, 
bei mit Thyroxin vorbehandelten Tieren Erythrosin auch nur in Spuren 
im Speichel vorhanden gewesen. Es stimmt diese Versuchsreihe also 
iiberein mit den Resultaten der Erythrosinversuche beim Normaltier. 
Es wurde unter genau denselben Bedingungen (Konzentrationen, 
Mengen der injizierten Lésungen) vorgegangen wie bei den Normal- 
versuchen und bei den Versuchen mit Fluorescein bei Thyroxinwirkung. 

Es bleibt unaufgeklart, weshalb die Speicheldriise speziell nur fiir 
Fluorescein permeabel ist, wahrend sie dem sehr nahe verwandten 
Erythrosin den Weg sperrt und es nicht in den Speichel tibertreten JaBt. 

Die Permeabilitat der Nierenzellen war auch hier enorm groB, und 
der Farbstoff ist stets in hohen Konzentrationen in den Harn iiber- 
getreten. Erythrosin geht bei unter Thyroxinwirkung stehenden Tieren 
nicht in den Speichel iiber, wohl aber in relativ hoher Konzentration 
in den Harn. 

Ich habe nun noch iiber die quantitative Speichelabsonderung bei 
Normal- und Thyroxintieren einige Bemerkungen von Interesse zu 
machen. Es ist eine auffallige Tatsache, daB bei den meisten Versuchen 
mit Tieren, die unter Thyroxinbechandlung standen, die Speichel- 
abgabe eine relativ stark erhOhte war. Natiirlich gab es Fille, wo auch 
bei Thyroxintieren die gewonnene Speichelmenge geringer war als bei 
einigen Normalversuchen, was aber weiter nicht verwunderlich war, 
wenn man bedenkt, daB die Thyroxinversuche erst nach so vielen 
vorangegangenen Normalversuchen einsetzten, die Tiere also gewisser- 
maBen schon verbraucht waren. Auch wurden die Tiere durch Thyroxin 
starker erregt und waren schwieriger still zu halten, was zu vermehrtem 
Schlucken AnlaB gab, wodurch natiirlich die Quantitat des Speichels 
in einzelnen Fallen abnahm. MaBgebend fiir die erhaltene Speichelmenge 
war auch nicht etwa die Zeit der Versuchsdauer, sie wurde stets gleich- 
gehalten, sondern nur die Tropfenzahl pro Minute, die bei genauer 
Registrierung bei Thyroxintieren durchweg eine Zunahme von zwei 
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bis finf Tropfen pro Minute erfuhr. Am besten springt uns das in die 
Augen, wenn wir die Versuche an Tier D verfolgen, welches unter 
Thyroxinwirkung regelmaBig eine erhéhte Tropfenzahl aufzuweisen 
hatte. Ich habe zur besseren Veranschaulichung der Verhiltnisse die 
Tropfenzahlen in den verschiedenen Zeitpunkten der Speichel- 
absonderung graphisch dargestellt, wobei aber deutlich gesagt sei, 
daB die aufgezeichneten Kurven maximale Werte darstellen. 


Meistens bewegten sich die Tropfenzahlen bei Normaltieren zwischen 
10 und 14 pro Minute, diejenigen bei Thyroxintieren zwischen 14 bis 
18 pro Minute. Die angegebenen Tropfenzahlen in meinen Protokollen 
gelten nur fir die Zeit von 10 bis 12 Minuten nach der Pilocarpin- 
injektion, weil dann die maximale Speichelabsonderung einsetzte 
Dariiber geben ja auch die Kurven AufschluB. Die Speichelabsonderung 
setzte in 2 bis 5 Minuten nach der Pilocarpineinspritzung ein. Es war 
allerdings die Tropfenzahl noch von verschiedenen Faktoren abhangig, 
vor allem noch von der Viskositét des Speichels. Doeh kann ich, 
um Bedenken zu zerstreuen, sagen, daB meistens der Speichel ein diinn- 
fliissiger, wasseriger Pilocarpinspeichel war, so daB also die Viskositit 
nur eine untergeordnete Rolle spielte. Gegen Ende der Versuche, 
d.h. ungefahr nach 15 bis 25 Minuten Versuchsdauer nahm dann die 
Tropfenzah] stets rapid ab, weil das Tier miide und unruhig wurde 
und besonders haufig zu schlucken anhub. So brach ich meist die 
Versuche nach 25 bis 30 Minuten ab. Man hatte annehmen sollen, 
daB infolge schon so vieler vorangegangener Normalversuche die 
Speichelabsonderung bei den Thyroxinversuchen eine Abnahme er- 
fahren wirde, aber dennoch blieb die Fliissigkeitsabgabe bei Thyroxin- 
behandlung sehr hoch, wurde sogar noch vermehrt. 
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Die permeabilititserhdhende Wirkung des Thyroxins auf die 
Speicheldriisenzelle zeigte sich also auch durch eine andere sehr deutliche 
Erscheinung einfacher Art. Es ergab sich nimlich, wenn man erstens 
die Zeitdauer, die nach der Pilocarpininjektion verstrich, bis die erste 
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\bsonderung eintrat, bestimmte und man auBerdem die Mengen 
des abgesonderten Speichels mab, ein ausgesprochener Unterschied 
zwischen der Speichelabsonderung am Normaltier und derjenigen 
am Tiere, welches mit Thyroxin vorbehandelt worden war. Beim mit 
Thyroxin vorbehandelten Tiere war die Anstiegszeit bis zum gréBten 
Maximum eine kiirzere und die abgesonderten Mengen waren sehr 
viel gréBer. Diese Verhaltnisse gehen klar aus der Kurvendarstellung 
der Abb. 1 hervor. 


Tabellarische Zusammenfassung. 





Konzen- N vers 

a Normalversuche a ee 

Farbstoff Injektionsart trationen PMS «teeta coe “anal 
%o ohne mit Diureticum 


a) Speichel. 
Indigcarmin  intramuskular 0,5—1,5 negativ negativ negativ 
Fluorescein e 
intraperitoneal 


intrayenés 0,5—1,5 = . positiv 

Erythrosin — intramuskulir 0,5—1,5 ” ” negativ 
b) Harn. 
Indigearmin  intramuskular 0,5—1,5 positiv positiv positiv 
Fluorescein > 
iatraperitoneal f 

intravends 0,5—1,5 a ‘ " 

Erythrosin intramuskular 0,5—1,5 js “ ‘ 


Die vorstehenden Untersuchungen haben erneut die Sonderstellung 
der Speicheldriisenzellen in bezug auf ihre Permeabilitatseigenschaften 
erwiesen. Von den wasserléslichen und so leicht diffusiblen Farbstoffen 
Indigcarmin, Fluorescein und Erythrosin, die nicht bloB leicht aus dem 
Blute in den Harn iibertreten, sondern wie das Fluorescein so rasch 
in das Kammerwasser gelangt, treten, nach starkster Anregung der 
Speichelabsonderung durch Pilocarpin, auch nicht geringste Spuren 
in den Speichel iiber. Sie tun dies auch nicht, wenn man ein spezifisches 
Diureticum anwendet. Von den spezifischen Diureticis wissen wir 
durch die Arbeiten des Berner Physiologischen Instituts, daB sie die 
Permeabilitat im Gebiet des Eingeweidesystems auBerordentlich 
steigern, und durch die Arbeiten des Wiener Pharmakologischen Instituts 
ist das gleiche fiir das Zentralnervensystem nachgewiesen worden. 
Aber in bezug auf die Speicheldriisen versagen die Diuretica. Die 
Nichtpermeabilitat fiir die genannten Farbstoffe bleibt auch unter 
dem EinfluB eines spezifischen Diureticums erhalten. Es gelang nur 
durch ein einziges Mittel, die Permeabilitét der Speicheldriisenzelle 
gegeniiber der Norm zu verandern, allerdings nur fiir einen einzigen 
Farbstoff von den drei, namlich fiir das Fluorescein. Dieses Mittel 
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war Thyroxin, von dem auf Grund der Asherschen Lehre von dem per- 
meabilitatsférdernden EinfluB des inneren Sekrets der Schilddriise 
als einer Fundamentalleistung derselben am ehesten eine Anderuny 
der Permeabilitét zu erwarten war. Die Thyroxinbehandlung der 
Kaninchen fiihrte dazu, da Fluorescein im Speichel auftrat. Wenn 
auch die Menge von Fluorescein, die im Speichel auftritt, eine geringe ist, 
so andert dies nichts an der Tatsache, daB hiermit eine neue Methode 
gegeben ist, um die gesamten Grundeigenschaften des inneren Sekrets 
der Schilddriise nachzuweisen. Selbst bei einer, hinsichtlich ihrer 
Permeabilitat so refraktaren Zelle, wie es die Speicheldriisenzelle ist, 
vermag Thyroxin eine Anderung zu erzwingen. Gerade wegen der 
Sonderstellung der Speicheldriisenzelle hinsichtlich ibrer Permeabilitit 
ist dieser Effekt des Thyroxins fiir die Schilddriisenphysiologie von 
einigem Wert. 

Meine Untersuchungen zeigen von neuem, wie individuell die 
Permeabilitatsverhaltnisse der Zellen der verschiedenen Gewebe des 
K6rpers sind und wie wenig schematisierende allgemeine Betrachtungen 
in hezug auf die Permeabilitat das eigentliche physiologische Geschehen 
erlautern kénnen. 


Zusammengefapt ist der Inhalt der Arbeit der nachfolgende: 


1. Es wurde der etwaige Durchtritt von Indigcarmin, Fluorescein 
und Erythrosin durch die Speicheldriisenzellen untersucht. Bei bloBer 
Anregung der Speichelabsonderung durch Pilocarpininjektion trat 
keiner der genannten Farbstoffe in den Speichel tiber, wahrend alle 
drei prompt im Harn erschienen. 

2. Die intramuskulare Injektion eines spezifischen Diureticums 
war auch nicht in der Lage, einen Durchtritt irgendeiner der drei Farb- 
stoffe zu erzwingen. 

3. Nach Injektion von reinem Thyroxin gelang der Nachweis 
des Durchtritts nur von kleinen Mengen Fluorescein in dem Speichel. 
Die Férderung der Permeabilitét der Speicheldriisenzelle bzw. des 
Scheidevermégens durch Thyroxin geht sehr klar aus der groben Be- 
schleunigung und Vermehrung der Speichelabsonderung hervor. Diese 
Tatsache ist ein neuer Beweis fiir die starke permeabilitatsférdernde 
Wirkung des inneren Sekrets der Schilddriise. 

4. Der tiefe Unterschied in der Permeabilitat der Speicheldriisen- 
zellen und der Nierenzellen ist durch neue Beispiele erwiesen. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 


Leon Asher. 


Nr. 125. 


Fortgesetzte Untersuchung 
iiber die Wirkungsweise der Diuretica. 


Ve nL 
Hans W. Biichler. 


{Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. ] 
(Eingegangen am 11. Februar 1931.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Durch eine gréBere Reihe von in dieser Zeitschrift veréffentlichten 
Arbeiten ist die Wirkungsweise der spezifischen Diuretica aufgeklart 
worden. Ihre Wirkung wurde in erster Linie auf ihren unmittelbaren 
EinfluB auf die Gewebe des Korpers zuriickgefiihrt. Es konnte durch 
mehrere Versuchsanordnungen der Beweis gefiihrt werden, daB jede 
Ablenkung der Elektrolyte, je nach dem Grade derselben, die Wirksam- 
keit der spezifischen Diuretica entweder aufhalt oder mehr oder weniger 
vermindert. In einer gewissen Zahl von Fallen konnte weiter der Nach- 
weis geliefert werden, daB die erste Veranderung, die im Blute auftritt, 
ein kleiner Anstieg der Chloride ist, und es konnte ferner in solchen 
Fallen, wo man wegen der Schnelligkeit der Ausscheidung der Chloride 
durch die Niere diesen Anstieg nicht fassen konnte, aus den Versuchs- 
daten mit groBer Wahrscheinlichkeit gefolgert werden, da dauernd 
ein vergréBerter Einstrom von‘ Elektrolyten aus den Geweben in das 
Blut stattfindet. 

In jiingster Zeit hat Riesen! den unmittelbaren Beweis liefern 
kénnen, daB nach Injektion eines spezifischen Diureticums aus dem 
Kingeweidegebiete vermehrte Elektrolyte in die zirkulierende Fliissig- 
keit iibertreten, ein Beweis, der vermittelst der Bestimmung der Leit- 
fahigkeit der ausflieBenden Fliissigkeit erbracht wurde. Die Erkenntnis 


1 Riesen, diese Zeitschr. 226, 441, 1930. 
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tuber die Art und Weise, wie die spezifischen Diuretica infolge eine: 
primaren Einwirkung auf die Gewebe sekundir die Nierentatigkeit 
beeinflussen, gestattet auch eine Vorstellung iiber die Vorginge, welche 
sich in der Niere abspielen diirften. Die Arbeiten der Berner Schule 
haben zu dem SchluB gefiihrt, daB die normale Niere in gleicher Weise 
auf die Steigerung des Elektrolytgehalts reagiert, und ein Anwachsen 
des Elektrolytgehalts des Blutes, vorausgesetzt, daB daneben mobilisier- 
bares Wasser vorhanden sei, mit einer gesteigerten Diurese, in welche 
besonders die vermehrte Chloridausscheidung auffallt, beantwortet. 

Die soeben genannte Vorstellung ist einer experimentellen Priifung 
zuganglich. Es wiirde sich darum handeln, eine Versuchsanordnung 
zu wahlen, in welcher nur die Niere, und zwar unter méglichst physiologi- 
schen Verhaltnissen, vorhanden ist, und es miibte die Versuchsanordnung 
so getroffen werden, daB als einzige Variable bald eine etwas geringere, 
bald etwas gréBere Kochsalzkonzentration in der die Niere durch. 
strémenden Flissigkeit herstellbar wire. Ich habe auf Anregung von 
Prof. Asher einen derartigen Versuchsplan den nachfolgenden Unter- 
suchungen zugrunde gelegt. Dieser Versuchsplan stellt die Frage, 
ob tatsichlich die Niere auf geringfiigige Anderung in der Kochsalz- 
konzentration — es miissen, wie ich betonen méchte, nur geringfiigige 
Anderungen sein, erstens weil nur diese unter physiologischen Be. 
dingungen vorkommen, und weil zweitens keine in Betracht kommenden 
gréBeren osmotischen Druckunterschiede auftreten diirfen — mit einer 
vermehrten Harnabsonderung antwortet. 

Ehe ich auf den zur Beantwortung dieser Frage ausgearbeiteten 
Versuchsplan eingehe, méchte ich bemerken, daB schon friiher von 
Priestley die Ansicht ausgesprochen worden ist, daB eine Vermehrung 
der Chloride im Blute diuretisch wirksam werde. 

Will man eine isolierte Niecre unter physiologischen Bedingungen 
untersuchen, so stehen zurzeit zwei Méglichkeiten zur Verfiigung, 
entweder die Benutzung der Niere des Saugetieres kombiniert mit dem 
Starlingschen Herz-Lungen- Kreislauf und eventuell mit seinen neueren 
Modifikationen durch Verney, oder die Kaltbliiterniere. So glainzend 
die Starling-Verneysche Technik ist und so interessante Ergebnisse 
durch die Anwendung derselben erzielt werden kénnen, ist trotzdem 
die isolierte Séugetierniere noch recht weit von echten physiologischen 
Bedingungen entfernt. Aus diesem Grunde, sowie auch aus den auBeren 
Arbeitsgriinden in unserem Laboratorium, erschien die Kaltbliiterniere. 
d. h. die Froschniere, als geeigneter. Freilich nimmt man mit der Wah! 
des Frosches einen anderen Ubelstand mit ins Spiel, namlich den, dat 
die Verhaltnisse der Kaltbliiterniere doch ganz andere sind als die- 
jenigen der Warmbliiterniere, ein Unterschied, an den bei Ubertragungen 
von dem einen Organ auf das andere éfters zu wenig gedacht wird 
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sei der Froschniere laBt sich die Versuchsanordnung dadurch physiolo- 
‘isch gestalten, daB man genau wie bei der Starlingschen Methode das 
Herz als den Motor fiir den Kreislauf durch die Niere benutzt. Es 
handelt sich also darum, ein Priparat zu schaffen, welches nur aus 
Herz und Niere des Frosches besteht, und in diesem Praparat die Harz- 
absonderung von Perioden mit kleinerem und gréBerem Kochsalz- 
vehalt der Perfusionsfliissigkeit zu vergleichen. 

Es war aber noch eine andere Untersuchung notwendig, namlich 
die, ob ein spezifisches Diureticum auf die isolierte Froschniere wirkt 
und wie sich die Wirksamkeit eines spezifischen Diureticums, falls 
eine solche vorhanden ist, mit derjenigen vergleicht, welche eine 
Anderung in der Kochsalzkonzentration verursacht. Die Untersichungen 
am Saugetier hatten zu dem Ergebnis gefiihrt, daB keinesfalls die 
direkte Wirkung eines spezifischen Diureticums unter physiologischen 
Bedingungen die dominierende Rolle bei der Erzeugung der Diurese 
besitzt. Dies wurde durch die einfache, wiederholt bestatigte Tatsache 
streng bewiesen, daB die Ablenkung der Elektrolyte aus dem Blute 
in die Bauchhdéhle, trotz Vorhandenseins des Diureticums im Blute 
und trotz sonstiger giinstiger Bedingungen, keinerlei diuretische Folgen 
zeitigte. Trotz dieses Nachweises sollte damit natiirlich nicht aus- 
geschlossen werden, dab eine Wirksamkeit eines Diureticums auf die 
Niere selbst vorhanden sein kénnte. Es diirfte schon deshalb nicht 
ausgeschlossen werden, weil mit einem derartigen AusschluB gleich- 
zeitig behauptet worden ware, daB die Nierenzelle ganz anders sich 
verhalt wie die iibrigen Zellen des Organismus, namentlich die Zellen 
der Eingeweide. Ohne dahingehende Versuche ware ein absoluter 
AusschluB zurzeit wohl nicht berechtigt. Es liegen andererseits in der 
Literatur eine ganze Anzahl von Angaben dariiber vor, daB ein spezifi- 
sches Diureticum auf die isolierte Niere wirken kann. Die Dosierung 
des spezifischen Diureticums — in den bisherigen Arbeiten wurde 
stets Euphyllin angewandt — wurde mir dadurch erleichtert, dab 
durch die vorausgehende Arbeit von Riesen ermittelt wurde, welche 
Konzentrationen man beim Frosch anwenden mu, ohne daB Stérungen 
durch schadliche GefaBverengerungen eintreten. 

AuBerdem haben sich meine Voruntersuchungen noch mit einer 
anderen Frage beschaftigt, nimlich mit der, welches der minimalste 
arterielle Druck sein miisse, um Harnabsonderungen zu erzielen, cinmal, 
wenn eine Salzlésung und das andere Mal, wenn eine Lésung, die dazu 
noch Gummi arabicum als Kolloid enthielt, die Niere perfundierte. 
Um den arteriellen Druck, der vom Herzen des Frosches selbst erzeugt 
wurde, zu messen, habe ich mein Praparat so gestaltet, daB ich an 
einem Zweige der Aorta den arteriellen Druck bestimmen konnte. 
Da mein Praparat nur aus Herz und Niere bestand und die aus der 
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Nierenvene kommende vendése Fliissigkeit frei abfloB, gibt die Messun 
des arteriellen Druckes nicht bloB Auskunft iiber diesen, sondern « 
liefert auch Anhaltspunkte fiir das Verhalten des Kapillardrucke 
der bei meiner Versuchsanordnung gleichsinnig mit den Anderungen 
des arteriellen Druckes sich andern muBte. 

Ich werde auf die letztgenannten Versuche in der nachfolgende: 
Arbeit nicht eingehen. Der Bericht hieriiber ist einer spaiteren Mit 
teilung vorbehalten. Nur so viel will ich bemerken, da} unschwer de: 
geringste Druck ermittelt werden konnte, von dem an die Harn 
absonderung einsetzte, und dab dieser Druck in den verschiedenen 
Versuchen annahernd der gleiche war. Sodann fand sich, wie nicht 
anders zu erwarten war, daB, wenn eine kolloidale Fliissigkeit zur 
Durchstrémung benutzt wurde, der benétigte Druck sehr viel gréBer war 

Die Versuchsanordnung, die ich geschildert habe, gestattet auch 
an die Frage heranzutreten, ob mit Zunahme des arteriellen Druckes 
eine Zunahme der Diurese eintrat. Die Druckerhéhung erzeugte ich 
in meiner Versuchsanordnung dadurch, da®B ich den Fiillungsdruck 
auf der venésen Seite des Herzens erhéhte. Die Erhéhung darf aller- 
dings nicht tiber die Leistungsgrenze des Vorhofs getrieben werden. 
In den Einzelheiten gestaltete sich meine Methodik folgendermaBben 


Methodik. 


Als Versuchstier diente mir bei meinen siamtlichen Untersuchungen 
der Frosch. Weibliche Tiere, die ich bei einigen Vorversuchen im Anfang 
verwendete, erwiesen sich als ungiinstig, da der Oviduktus mit der Um 
gebung (insbesondere mit dem Peritonaeum) sehr eng verwachsen ist. 
AuBerdem ist der Ureter selbst viel enger als beim Mannechen, was das 
Einfiuhren der Harnkaniile direkt unméglich machen kann. Beim Mannehen 
dagegen sind die Verhaltnisse viel klarer, so daB es sich auf alle Fille 
empfiehlt, nur mannliche Frésche zu verwenden. Da es galt, unter méglichst 
physiologischen Bedingungen zu experimentieren, wurden die Versuche 
am tiberlebenden Frosch-Herz-Niere-Praparat ausgefiihrt. 

Die Operation. Das Tier (je gréBer desto besser) wird mit einem Scheren 
schnitt geképft Gehirn und Riickenmark rasch zerstért und auf ein 
Froschbrett aufgebunden. Man verwendet mit Vorteil ein abyeknicktes 
Brett, damit die Harnkaniilen richtig gelagert werden kénnen (was beim 
gewohnlichen Brett der Oberschenkelmuskulatur des Frosches wegen un 
méglich ware). Es gestattet diese Anordnung einen hemmungslosen Abflul 
des sich bildenden Harns. Das Diuresebrett, welches ich benutzte, iiberzog 
ich mit diinnem Gummi, damit die abflieBende Perfusionsfliissigkeit mu 
in eine untergehaltene Schale abtropfen konnte. 


Ist der Frosch in Riickenlage auf das eben beschriebene Brett fixiert 
worden, so wird mit einem medianen Hautschnitt Bauch und Brusthaut 
durchtrennt, welche auf die Seite geklappt werden. Durch die nun fre 
gelegte Bauchwand schimmert die Vena abdominalis durch, welche langs 
der Linea alba und subperitoneal verlauft und etwa in der vierten Inskriptio! 
die Dorsalseite der vorderen Bauchwand verlaBt und sich zur Leber wendet 
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Diese Vene wird mittels Nadel und Zwirn ungefahr zwischen dritter und 
ierter Inskription des Rectus abdominis umstochen und unterbunden. 
in gleicher Weise wird auch die paarige Art. cutanea (ebenfalls durch die 
vordere Bauchwand durchschimmernd) unterbunden. Diese Unter- 
bindungen haben den Zweck, das Herz so lange wie méglich physiologisch 
zu erhalten, d. h. einen gréBeren Blutverlust zu vermeiden. Nun wird die 
vordere Bauchwand quer durchtrennt und rasch die Vena abdominalis, 
dort, wo sie die Bauchwand verlaBt um sich zur Leber zu wenden, ein 
zweites Mal unterbunden. Ein Unterbinden der Rami abdominales 
(aus Vena femoralis) die jederseits zwischen M. iliac. int. und M. cutan. abd. 
hindurchtreten, sich medianwarts wenden, um sich an der vorderen Bauch- 
wand zu unpaaren Vena abd. zu vereinigen —, wie das z. B. Meier! be- 
schreibt, halte ich bei dieser Praparationsweise fiir tiberfliissig. 

Die durchtrennten Bauchlappen werden nun auf die Brust und caudal- 
warts umgeschlagen. Darauf wird mit der Schere das Pericard von der 
vorderen Brustwand losgelést und mit einem Schnitt das Sternum median 
durchtrennt. Zur weiteren Priiparation empfiehlt es sich, die vordere 
Brustwand und die Scapula zu entfernen. Zu diesem Zwecke wird auf 
jeder Seite die Art. subclavia unterbunden; ebenfalls die Art. occipito- 
vertebralis. Weiterhin ist es gut, wenn man die gréBeren venésen GefaBe 
ebenfalls unterbindet, da bei starker Herzfiillung leicht Perfusionsfliissigkeit 
in die Venen gedrangt werden kann, was infolge der sich bildenden Odeme 
unangenehm ist, ganz abgesehen davon, daB Perfusionsfliissigkeit durch 
angeschnittene und durchtrennte, nicht ligierte Venen austreten kann, 
ohne die Niere passiert zu haben. Auf diese Weise erklire ich mir die groBen 
DurchfluBmengen, die ich in meinen ersten Versuchen erhielt. 

Nachdem also die hier in Betracht kommenden Arterien und Venen 
(eventuell die Vena cava ant. direkt unterbunden worden ist) abgebunden 
worden sind, durchtrennt man auf jeder Seite die Scapula nahe ihrer Syn- 
chrondrosis. Nun sind die drei Hauptarterienzweige, die jederseits von 
der Aorta abgegeben werden, gut zuganglich. Jederseits wird nun die 
Art. pulmo. cut., nahe der Stelle, wo sie vom Truncus art. ausgeht, unter- 
bunden. Ebenfalls abgesperrt werden die Aa. carot. comm. Wie spéater 
noch naher beschrieben werden wird, fiihrt man in den einen Stamm der 
Art. carot. comm. eine Kaniile ein. Ob die linke oder die rechte Art. carot. 
comm. gewahlt wird, hangt stets vom einzelnen Falle ab. Die Art. carot. 
comm. der anderen Seite wird unterbunden. 

Um ein Praparat, dessen GefaBkreislauf nur aus Herz-Niere-Vena cava 
post. besteht, zu erhalten, miissen noch unterbunden werden: a) die Art. 
intestinalis. Diese ist eigentlich die Fortsetzung der linken Aorta, welche 
mit der rechten Aorta nur vermittelst einer kleinen Offnung kommuniziert. 
b) Die Aa. iliacae comm., die sich aus der Aorta abdom. durch Zweiteilung 
bilden. ¢) Die Art. mesenterica inf. Am besten wird die Ligatur etwas ober- 
halb der Bifurcationsstelle angelegt, so daB zugleich auch noch mit der 
Art. abdom. die Art. mesenterica inf. mit unterbunden wird. 

Die Froschniere wird auBer durch die Art. urogenitalis auch noch 
venos versorgt. Von den Venae iliacae comm. her fiihren die Venae adve- 
hentes in die Niere. Diese werden unterbunden. 

Damit ist das Herz-Nierenpraparat fertig. In die Vena cava post. 
wird, proximal von der Stelle, wo die Venae hepaticae in sie einmiinden, 


1 H. Meier, diese Zeitschr. 209, 200, 1929. 
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eine Kaniile eingebunden. Dabei ist Sorge zu tragen. daB der Sinus venosu 
des Herzens in keiner Weise beschadigt wird, damit das Herz regelmaBi 
arbeitet. Eine zweite Kaniile wird in eine der beiden Aa. carotic. comm 
eingebunden. 

Nun wird das Diuresebrett mit dem Praparat auf ein Stativ aufgebunde: 
und werden die Ureterenkaniilen eingefiihrt. Man senkt nun den untere: 
Teil des Froschbrettes so stark, daB die gekreuzten Ureterenkaniilen méglichst 
ohne Knickung in der geraden Fortsetzung der Ureteren selbst zu liegen 
kommen. Liegt eine Knickung vor, oder stehen die Kaniilen nach aufwarts 
so ist mit Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daB dies nicht ohne Einflui 
auf die Menge des abgeschiedenen Harns ist. 





Abb. 1. Priiparat. 


Die Versuchsanordnung. Auf einem schweren, verschiebbaren Support 
stativ befindet sich eine Wariottesche Flasche. Eine zweite solche steht 
durch eine Gabelung mit einem gemeinsamen Gummischlauch in Ver 
bindung, der zur Kaniile fiihrt, die in der Venae cava eingebunden ist. 
Auf diese Weise lassen sich die Perfusionsfliissigkeiten sehr bequem wechseln, 
ohne daB Luft in die GefaBe eindringen kann. Die Flasche, die eben nicht 
gebraucht wird, wird abgeschlossen und bei Seite gestellt. Von der zweiten 
Kaniile (in Art. carot. comm.) fiihrt ein Gummischlauch zu einem U-Rohr 
Manometer, das nach Zentimeter geeicht ist. Das ganze System ist mit 
Brémser-Lésung gefiillt. 

Die Héhe der Mariotteschen Flasche wird so gewahlt, daB sich der 
Vorhof gut fiillt. Unser Kreislauf ist nun folgender: durch den rechten 
Vorhof gelangt die perfundierende Fliissigkeit in die Kammer, von hie 





1u h b 
einzese! 
Druck, 
ye idez 
on de 
Schwat 
wus det 
kompel 
Unter- 
Fiilhang 
ler Me 
wenige 
ndern. 
Vo 
Vermit 
‘ier SO: 
Urspru 
inpaar 
erlauf 
Die Ar 
truse. 
lie Ke 
Fettké: 
mit det 
Ne 
1e sic] 
sich au 
“nus. 
yehen ¢ 
Ende | 
fusions 
Riickst 
ler Ve 
Perfusi 
st der 
Al 
lie nat 
Es soll 
werden 
hemis 
ch fols 


D: 
|-Liter 


2 








OSUS 
aBiy 
mim 


ide 

erel 
chst 
egen 
arts, 


flu ls 


ort - 
steht 
Ver- 

ist. 
seln, 
1icht 
aiten 
ohr- 

mit 


det 
hten 
hier 





Wirkungsweise der Diuretica. 447 


lurch beide Aorten in die Aorta abdom. In einem Aortenbogen seitenstandig 
einzgeschaltet, befindet sich das Manometer, welches gestattet, den genauen 
Drack, der im arteriellen System herrscht, abzulesen. DaB dieses Manometer 
yeradezu notwendig ist, geht klar daraus hervor, daB bei konstantem Druck 
von der Mariotteschen Flasche her der Druck im arteriellen System oft 
schwankungen von 90 und mehr Millimeter zeigte. Es erklart sich dies 
ius der nicht ganz regelmaBigen Arbeit des Herzens. In solchen Fallen 
kompensierte ich eine Uber- oder Unterarbeit des Herzens (bzw. einen 
Unter- oder Uberdruck im art. System) durch eine verminderte bzw. erhéhte 
Fillung von der venésen Seite her, die durch leichte Senkung oder Hebung 
ler Mariotteschen Flasche erzielt werden konnte. Eine Anderung um 
wenige Zentimeter vermochte oft den arteriellen Druck um 100mm zu 
indern. 

Von der Aorta abdom. gelangt die Fliissigkeit in die Nieren durch 
Vermittlung der Aa. urogenitales. Die anatomischen Verhialtnisse liegen 
iier so: die Niere wird versorgt durch vier bis sechs Aa. urogenitales. Deren 
Ursprung liegt auf der ventralen Seite der Aorta abdom. mit einem kurzen 
inpaaren Stamm; dann Teilung in eine Art. urog. dextr. et sin., die lateral 
verlaufen und sich je in eine Art. renalis und eine Art. genitalis teilen. 
Die Art. renales fiihren in die Niere, die Art. genitales versorgen die Keim- 
lriise. Die erste Art. urog. versorgt Niere und Fettkérper, nicht dagegen 
lie Keimdriisen. Bei meinen Versuchen habe ich die Keimdriisen und die 
Fettkérper nicht abgebunden, denn sehr oft sind sie auf eine lingere Strecke 
mit der Umgebung (Vena cava post.) verwachsen!. 

Nachdem die Perfusionsfliissigkeit die Nieren durchstrémt hat, sammelt 
sie sich wieder in den Venae renales revehentes. Diese letzteren bilden 
sich auf der ventralen Oberfliche der Nieren und bilden hier einen venésen 
sinus. Die Venae renales revehentes (die in der Zahl von 5 bis 6 auftreten) 
gehen direkt in die Vena cava post. iiber, welch letztere ungefihr am caudalen 
Ende beider Nieren beginnt. Durch die Vena cava post. flieBt die Per- 
fusionsfliissigkeit nach dem Herzen zu. Damit von dieser Seite her keine 
Riickstauung in die Nieren eintreten kann, wird distal von der Einmiindung 
ler Venae hepaticae in die Vena cava post. letztere angeschnitten. Die 
Perfusionsfliissigkeit verlaBt durch diese Offnung das GefaBsystem. Damit 
st der Kreislauf beendet. 

Als fundamentale Perfusionsfliissigkeit benutzte ich eine Lésung, 
lie nach den Angaben von Brémser, Hahn und Barkan? hergestellt wurde. 
Es sollte damit eine méglichst physiologische Durchstrémung geschaffen 
werden. Die Perfusionsfliissigkeit muB vor jedem Versuch stets aus den 
hemisch reinen Stamm!ésungen frisch hergestellt werden. Dabei benutzte 
ich folgende Mengen von Stammldésung: 


EE ne ee 
Nete. beoarpomoum, $5°%i9@ ........- @ 5, 
oe NS a ere 
OE ae ae 
Ee ee gee 
8d dg te og ee ps ee ee 3 SOS 


Damit keine Fallungen entstehen konnten, fiillte ich jedesmal einen 
|-Literkolben zu etwa zwei Drittel mit Aqua dest. und gab dann die 


1 Nach Meier, diese Zeitschr. 209, 200, 1929, in 50°, der Fille. 
2 G. Barkan, Ph. Brémser u. A. Hahn, Zeitschr. f. Biol. 74, 1, 1922. 
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oben angegebenen Mengen Stammlésung und die Glucose zu. Das Ga 
wird auf 1000 cem = aufgefiillt. Das Phosphatgemisch stellte ich 
folgendermaBen her: 

Basisches Natr. phosphat ('/, n) . 

Saures Natr. Phosphat ('/, n) 

Aqua dest. ad.. 

Davon wie oben angegeben 5 cem. 
Das Natr. bicarbonat und das Phosphatgemisch dienen im wesentlicle 

der Pufferung. Ausgehend von dieser Standardlésung stellte ich mir dai 
jeweils gemaiB den Versuchsbedingungen die neuen Lésungen her. 


In einer GroBzahl der Versuche fiigte ich obiger Brémser-Lésung no 
ein Kolloid bei, und zwar 1,5 bzw. 2,5°, Gummi arabicum. Es zeigte sic! 
aber (wie aus den Versuchen hervorgeht), daB die Nieren oft nach kurze: 
Zeit dabei nur sehr wenig Harn absonderten, ganz abgesehen davon, da 
viel héhere Druckwerte notwendig waren, um eine Absonderung iiberhauyt 
erzielen zu kénnen. So lieB ich denn in spaiteren Versuchen das Wolloid weg 


Eine weitere Erschwerung der Verhaltnisse lag darin, dali das Her 
hier und da als Motor zu schwach war, so daB ich nicht geniigend hol 
Drucke erreichen konnte. Einige Praparate, besonders gegen den Schilu 
meiner Untersuchungen, erwiesen sich beinahe als zu klein, so daB in gx 
wissen Fillen nur eine Harnkaniile eingefiihrt werden konnte, oder da 
das Herz nicht richtig arbeitete, so daB ich gezwungen war, von ihm al; 
Motor abzusehen und die Infusionskaniile in den Truncus art. einfiihre: 
mubBte. 

Als Fehlerquelle kamen im Anfang besonders in Betracht: Ersten- 
nicht absolute Dichtigkeit des GefaBsystems, zweitens kleine Luftembolie: 
drittens geringe Abknickungen der Harnkaniilen. Bei den spiteren Unter 
suchungen, die den eigentlichen Gegenstand der vorliegenden Arbeit bildete: 
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sichte ich nach Méglichkeit diese Ubel zu beseitigen. AuBerdem zeigte es 


sich, daB es empfehlenswert ist, von Zeit zu Zeit die Nieren mit Brémser- 
Losung zu bepinseln. 

Um den EinfluB des Druckes auf die Harnabsonderung unter 
meinen Versuchsbedingungen zu veranschaulichen, betrachten wir 
lie beiden Versuche vom 12. und 16. Mai 1930. In diesen beiden Ver- 
suchen wurde der Herz-Nieren-Kreislauf mit einfacher Brémser-Lésung 
perfundiert. 

Versuch vom 12. Mai 1930. 
Kintache Brémser-Lésung. Variieren des Druckes. 


A. Druck 160 bis 170mm H,0O. 


\7" 30’ bis 17850’: 10 Tropfen, 17250’ bis 18h20’: 10 Tropfen, 
alle 2 Minuten | Tropfen. alle 3 Minuten | Tropfen. 


B. Druck erhéht auf 210 bis 220 mm. 


Links: Rechts: 
Ish 30’ bis 18h50’: 16 Tropfen, 18h30’ bis 18250’: 9 Tropfen, 
pro Minute 4 bis 5 Tropfen. pro Minute 3 bis 7 Tropfen. 


jel gesteigertem Druck also vermehrte Diurese. 


Versuch vom 16. Mai 1930. 
Einfache Brémser-Losung. Variieren des Druckes. 
A. Druck erhéht, bis eben Diurese beginnt. 
P: 90mm : keine Diurese, 
P:100 ,, : keine Diurese, 
P:110 ,,  : keine meBbare Diurese, 
P:115 ,, : Diurese beginnt. 
165 45’ bis 17h 05’: 2 Tropfen. 166 45’ bis 17h 05’: 3 Tropfen. 
B. Druck erhéht auf 150 bis 155 mm. 
17h 55’ bis 18h 14’: 4 Tropfen. 17h 55’ bis 18h 14’: 4!', Tropfen. 
Die Diurese beginnt im Versuch vom 12. Mai bei einem areceriellen 
Druck von 160 bis 170 mm Wasser. Die Steigerung des Druckes auf 210 
bis 220 ruft eine merkliche Steigerung der Harnabsonderung hervor. Im 
Versuch vom 16. Mai 1930 ist der geringste Druck, bei dem die Harn- 
absonderung eintritt, 115mm. Die Steigerung des Druckes auf 150 bis 
155mm bewirkt wiederum eine merkliche Steigerung der Diurese. Aus 
diesen beiden Versuchen geht hervor, daB tatsachlich eine durch stiarkere 
Fiilllung des Herzens bewirkte arterielle Blutdrucksteigerung eine ver- 
mehrte Diurese an der Froschniere veranlaBt, und diese Beobachtung steht 
im Einklang mit derjenigen von zahlreichen neueren Beobachtungen, die 
inter anderen Versuchsbedingungen gearbeitet haben. 
Meine niachsten Versuche beschaftigen sich mit dem Verhalten der 
Diurese, wenn der durchstr6menden Brémser-Lésung Gummi arabicum 
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zugesetzt worden war. Ich habe zwei Konzentrationen von Gummi arabic im 
angewandt, 1,5 und 2,5°,. Beispiele solecher Versuche sind die Versi}, 
vom 23. und 26. Mai 1930. 


Versuch vom 23. Mai 1930. 


Brémser-Lésung + Gummi arabicum, 1,5°,. Variieren des Druckes 


Untersuchung, bei welchem P die Diurese beginnt. 


Druck 180 mm: keine Diurese, 
- 190 ,,: keine Diurese, 
re 200 bis 204 mm: Diurese beginnt, 


* a ee 
links 168 15’ bis 16" 45’: 11/, Tropfen, rechts 165 15’ bis 16" 45’: 1 Tropfen. 


Druck 275 mm: 


17h 05’ bis 17" 35’: 3 Tropfen. 17h 05’ bis 17" 35’: 2 Tropfen. 
Brémser- L6osung + Gummi arabicum, 2,5°,. 


Druck 210 mm: keine Diurese. 
Bei Druck 312 bis 315 mm eben gut meBbare Diurese. 


Versuch vom 26. Mai 1930. 


Lésung I: Brémser-Lésung + Gummi arabicum, 1,5°,. 
- i: oa - a Po 3.5*%.. 
Lésung I: Druck 310 bis 320 mm. 17" 30’ bis 17 50’: 
links 21, Tropfen, rechts 2 Tropfen. 
Lésung II: Druck wie bei Lésung I (310 mm). 185 17’ bis 18" 37’: 
links 114 Tropfen, rechts 1'/, Tropfen. 


Im Versuch vom 23. Mai 1930 beginnt bei einer Gummi arabicum- 
Konzentration von 1,5°, die Diurese bei einem Druck von 205 bis 210 mm 
und bei einer Gummi arabicum-Konzentration von 2,5°, bei einem Druck 
von 312 bis 315mm. Im Versuch vom 26. Mai 1930 muBte bei beide: 
Gummi arabicum-Lésungen der Druck auf 310 bis 320 mm steigen, damit 
es zu einer merklichen Harnabsonderung kam. In diesen beiden Versuche 
kommt der von Starling deutlich erkannte EinfluB des kolloid-osmotischen 
Druckes zur Geltung. Es mu8 der Druck in den Kapillaren der Niere das 
Wasseranziehungsvermégen der Kolloide tiberwinden. Vergleicht man 
die Druckwerte bei bloBer Brémser-Lésung und die Druckwerte bei Durch: 
strémung mit einer kolloidhaltigen Lésung, so zeigt sich, daB auch ohne 
Kolloide ein recht erheblicher Filtrationsdruck vorhanden sein muB._ Fs 
kann also keine Rede davon sein, daB der Minimaldruck in den Kapillare: 
mindestens gerade den kolloid-osmotischen Druck der Eiwei8k6rper tiber- 
winden muB. Die Art der Filtration in der Froschniere unter den obwaltende: 
Versuchsbedingungen ist keine einfache, sondern eine Ultrafiltration. 


In der nachsten Versuchsreihe bin ich dazu iibergegangen, die Wirkunz 
eines Diureticums, wenn es entweder einer Kolloidallésung oder einer ein 
fachen Brémser-Lésung zugesetzt wurde, zu untersuchen und zugleich auc! 
den EinfluB, den die bloBe Drucksteigerung und den EinfluB, den der 
Zusatz des Diureticums ohne Druckveranderung auf die Niere hat, mit 
einander zu vergleichen. Ich bringe als Beispiele aus dieser Versuchsre |i 
die Versuche vom 2., 4., 6., 10. Juni, 29. und 30. Juli. 
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Versuch vom 2. Juni 1930. 
Losung 1: Brémser-Lésung + Gummi arabicum, 1,5°, (ohne Diureticum). 
II: wie Lésung I aber + Diureticum (Euphyllin, 0,12 pro Liter). 
A. Lésung I: Beginn der Diurese bei P 210 mm. 


B. Lésung IT: P 260 bis 270 mm. 17% 45’ bis 185 05’: 


links 4 Tropfen, rechts 4 Tropfen. 
C. Lésung T: P 260 bis 270 mm. 18! 25’ bis 18h 45’: 
links 4 Tropfen, rechts 34, Tropfen. 


D. Lésung II: Beginn der Diurese wie bei Lésung I (Druck 210 bis 
220 mm), keine Diurese. 18" 50’ bis 19" 20’: 1 Tropfen. 


Versuch vom 4. Juni 1930. 


Losung I: Brémser-Lésung + 1,5°, Gummi arabicum, ohne Diureticum. 
o II: wie Lésung I aber + Diureticum (Euphyllin 0,12 pro Liter). 
A. Lésung I: Druck 300 bis 310 mm. 12h 25’ bis 125 45’: 
links 1'/, Tropfen, rechts 1'/, Tropfen. 
B. Lésung IT: Druck 300 bis 310 mm. 122 55’ bis 135 15’: 
links 1'/, Tropfen, rechts 1'/, Tropfen. 


Das Diureticum hat also nicht gewirkt. Méglicherweise war die Kon- 
zentration des Diureticums zu gering, in den folgenden Versuchen ist die 
Menge Diureticum verdoppelt worden (Euphyllin 0,24 pro Liter). 


Versuch vom 6. Juni 1930. 
Lésung I: Brémser-Lésung + Gummi arabicum, 1'/,°,, ohne Diureticum. 
“= Il: wie Lésung I aber + Diureticum, Euphyllin 0,24 pro Liter). 
Nur die rechte Ureterenkaniile. 
A. Lésung I: a) Druck 190 bis 200 mm. 17" 20’ bis 17" 40’: 1 Tropfen. 


a oe ee 18200’ ,, 18 20’: 4 Tropfen. 
B. a II: a) is Me ., 196 .. 185 30’ ,, 18550’: ca. 3 Trpf. 
b) Druck 260 bis 265 mm. 18 55’ bis 19" 15’: 6!/, Tropfen. 
C. ¢ I: Druck 260 bis 265 mm. _ 19" 30’ bis 19" 50’: 4°/, Tropfen. 


Versuch vom 10. Juni 1930. 


Lésung I: Brémser-Lésung + Gummi arabicum, 1,5°,, ohne Diureticum. 
ma II: wie Lésung I aber + Diureticum, Euphyllin 0,24 pro Liter. 
Da bei diesem Versuchstier die Diurese sehr schlecht war (es handelte 
sich um einen kleinen Frosch), wurde die Menge des ausflieBenden Harns 
so gemessen, daB der Weg bestimmt wurde, den der Harn in der langen 
Harnkaniile zuriicklegte. 

Lésung I: a) Druck 235 bis 245mm. 10" 15’ bis 104 35’: 1'/, Tropfen. 
b) Druck 210 bis 220 mm. 16" 42’ bis 11" 02’: geringe Diurese. 
ce) Druck 195 bis 205mm. 115 05’ bis 11" 25’: eben beginnende 

Diurese (etwa '% mm). 


~~ 


ms II: a) Druck 190 bis 200 mm. 115 35’ bis 115 55’: 2 mm (Diurese 
also vervierfacht). 
b) Druck 150 bis 155 mm. Diurese eben beginnend. 


29* 


= 
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Lésung I: a) Druck 150 bis 155 mm. 12 05’ bis 125 25’: keine Diurese. 
b) Druck 180 bis 190 mm. 12" 30’ bis 124 50’: keine Diurese. 
¢) Druck 200 bis 210 mm. 13" 00’ bis 13 20’: ?/; mm. 
Il: Druck 200 bis 210 mm. 135 30’ bis 135 50’: 144 mm. 


Versuch vom 29. Juli 1930. 
Lésung I: Gewoéhnliche Brémser-Lésung. 
II: wie Lésung I + Diureticum (0,24 Euphyllin pro Liter). 
Lésung I: Druck 230mm. 17" 00’ bis 175 20’: 4 Tropfen. 
IT: Druck 230mm. 17) 25’ bis 17 45’: 10 Tropfen. 
“A I: Druck 230mm. 175 50’ bis 18 10’: 614 Tropfen. 


Versuch vom 30. Juli 1930. 
Konstanter Druck 270 mm (ohne Herz). 
Lésung I: Brémser-Lésung ohne Diureticum. 
r= II: wie Lésung I + Diureticum (0,24 Euphyllin pro Liter). 
Lésung I: 10% 35’ bis 105 57’: 1 Tropfen, Wechseln der Lésung 11 00% 
» Il: 11» 10’ bis 11" 30’: 4 Tropfen, Wechseln der Lésung 11) 30’, 
- T: 11" 35’ bis 114 57’: 2 Tropfen. 


Die Versuche dieser Reihe haben ergeben, daB ein spezifisches 
Diureticum auf die Froschniere unter meiner Versuchsanordnung 
direkt einwirkt und die Harnabsonderung gréBer werden laBt. Die 
Wirkung war eine starkere, wenn die Perfusionsfliissigkeit reine 
Brémser-Lésung war, wahrend bei Zusatz von Gummi arabicum die 
Versuche nicht immer einwandfrei verliefen. Immerhin zeigt sich auch 
bei den Gummiarabicum-Versuchen die Wirkung des spezifischen 
Diureticums. Ich bringe in Abb. 3 die hauptsachlichsten Resultate 
in itbersichtlicher Kurvenform. 

Es kann nach diesen Versuchen kein Zweifel dariiber sein, dai 
ein spezifisches Diureticum auf die Niere selbst einwirkt. Dies gilt 
aber zunachst nur fiir die Froschniere. Der Wert dieses Nachweises 
wird fiir physiologische Verhiltnisse sehr eingeschrinkt, wenn man 
einerseits die groBe Diureticummenge bedenkt, die in diesen Versuchen 
angewandt werden muBbte, und wenn man andererseits die relativ 
kleine Wirkung betrachtet. Die Menge von spezifischem Diureticum, 
die ich auf die geringfiigige Masse meines Systems angewandt habe, 
ist die gleiche, wie sie bei einem groBen Kaninchen von 2 kg Kérper- 
gewicht eine ungleich gréBere Wirkung ausiibt. Halt man diese quanti- 
tativen Verhaltnisse im Auge, so geht schon hieraus hervor, daB unter 
den physiologischen Bedingungen der Versuche, wie sie am Saugetier 
sich anstellen lassen, die Wirkung des spezifischen Diureticums auf 
die Niere einen nur unerheblichen Betrag der Gesamtwirkung aus- 


machen kann. 
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Ich gehe jetzt zu der eigentlichen Hauptreihe meiner Versuche 
iiber, Versuche, in denen ich priifte, ob ein Wechsel in der Kochsalz- 
konzentration der perfundierenden Lésung innerhalb der GréBen- 
ordnung, wie wir sie bei Versuchen mit spezifischem Diureticum an 
Saiugetieren kennen, einen merklichen EinfluB auf die GréBe der beob- 
achtbaren Harnabsonderung habe. Die Versuche wurden, wie aus den 





70 

9 

a 

Abb. 3 
7 EinflujB eines Diureticums auf 
die Diurese. 

«.. 
5S 6 Dick: Perfusionsfliissigkeit. 
N Bromser-Lésung ohne Gummi 
&° arabicum. 
Re y Diinn : Perfusionsfliissigkeit. 


Brémser-Lisung mit Gummi 
arabicum. 


ww 


Lésung 1 ohne Diureticum. 
Lésung 2 mit Diureticum. 


% 














nachfolgenden Protokollbeispielen hervorgeht, teils mit Broémser-Lésung, 
teils mit Brémser-Lésung unter Zusatz von Gummi arabicum angestellt. 
Von letzteren habe ich nur eine kleine Anzah] von Versuchen gemacht, 
weil aus den verschiedensten, hier nicht weiter zu diskutierenden 
Griinden, gelegentliche Stérungen auftraten. Einige Versuche in dieser 
Reihe wurden angestellt, um die Wirksamkeit von Anderungen in 
der Kochsalzkonzentration mit der Wirksamkeit des spezifischen 
Diureticums zu vergleichen. 


Versuch vom 11..Juni 1930. 


5 0 


Lésung I: Brémser-Lésung (NaCl, 0,65°%), Gummi arabicum, 1,5°,. 
ap II: wie Lésung I aber NaCl 0,7 °%. 
Lésung I: Druck 140 bis 155mm. 164 05’ bis 16% 35’: 
links 1 Tropfen, rechts 1 Tropfen. 
Auf 20 Minuten umgerechnet: ?/, Tropfen. 165 35’ Wechseln der Lésung. 
Lésung II: Druck 140 bis 155 mm. 164 40’ bis 174 30’: 
links 2 Tropfen, rechts | Tropfen. 
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Auf 20 Minuten berechnet: 
links 4/; Tropfen, rechts ?/, Tropfen. 
Lésung I: 17h 30’. 
Lésung I: Druck 140 bis 155 mm. 17! 35’ bis 18h 00’: 
links 1 Tropfen, rechts nichts. 
Also in 20 Minuten 4/; Tropfen. 
Der Druck konnte bei diesem Versuchstier wegen des schlechten 


Herzens nicht gentigend hoch gewahlt werden. 


Versuch vom 20. Juni 1930. 


ro 


Lésung I: Brémser-Lésung, (NaCl, 0,65°,) + Gummi arabicum, 1,5 
Il: wie Lésung I aber NaCl 0,7°,. Nur die linke Kaniile. 
Lésung I: Druck 290 bis 300 mm. 155 50’ bis 16 10’: 2 Tropfen. 16 10’ 
Lésung IT. 
Il: Druck 290 bis 300mm. 164 20 bis 165 48’: 2 Tropfen, in 
20 Minuten also 1'/, Tropfen. 165 50’: Lésung I. 
I: Druck 290 bis 300mm. Also in 20 Minuten etwa 1 Tropfen. 


Die stetige Abnahme der Tropfenzahl fiihrt zur Annahme, da8® de: 
EinfluB der wechselnden NaCl-Konzentration durch Gummi arabicum 
verwischt wird. Deshalb ist in den folgenden Versuchen Gummi arabicum 
weggelassen. 

Versuch vom 23. Juni 1930. 


Lésung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,65 °%. 
Il: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,7°%. 


” 


Lésung I: Druck 290 bis 300 mm. _ 15! 49’ bis 165 09’: 
links 4 Tropfen, rechts 6'/, Tropfen. 


Lésung II: Druck 290 bis 300 mm. 165 35’ bis 16h 55’: 
links 10 Tropfen, rechts 14 Tropfen. 


Lésung I: 16) 57’. 
Lésung I: Druck 290 bis 300 mm. 175 00’ bis 175 20’: 
links 8 Tropfen, rechts 12 Tropfen. 


Versuch vom 25. Juni 1930. 
Lésung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,65 °% 
Il: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,7°%. 
Lésung I: Druck 290 bis 305mm. 95 15’ bis 95 35’: 
links 5 Tropfen, rechts 5 Tropfen. 
Lésung IT: 9 35’. 
Lésung IT: Druck 290 bis 305 mm. 91 40’ bis 105 00’: 
links 7 Tropfen, rechts 6 Tropfen. 
Wechseln der Lésung: 105 00’. 
Lésung I: Druck 290 bis 305 mm. 102 05’ bis 108 25’: 
links 5'/, Tropfen, rechts 5 Tropfen. 
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Versuch vom 2. Juli 1930. 

Lésung I: Brémser-Lisung mit NaCl, 0,65°,. 
~ Il: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,7°,. 
Losung I: Druck 210 bis 220 mm. 9 20’ bis 9h 40’: 

links 51% Tropfen, rechts 7!/, Tropfen. 
Wechseln der Lésung: 9) 40’. 
Losung IT: Druck wie oben. 95 45’ bis 10h 05’: 
lechten links 34 Tropfen, rechts 8 Tropfen. 
Wechseln der Lésung: 105 05’. 
Losung I: Druck wie oben. 105 10’ bis 10 30’: 


- links 21% Tropfen, rechts 6 Tropfen. 
» 
Versuch vom 27. Juni 1930. 
6h 10 Losung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,65 °%%. 
= II: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,68%. 

mn, in Losung I: Druck 300 bis 310mm. 15! 00’ bis 155 20’: 

links 5 Tropfen, rechts 514 Tropfen. 
opfen. Wechseln der Lésung: 15! 32’. 
1B der Losung IT: Druck wie oben. 15) 35’ bis 15h 55’: 
bicum links 5 Tropfen, rechts 61 Tropfen. 
bicum Wechseln der Lésung: 165 05’. 


Losung I: Druck wie oben. 175 05’ bis 17h 25’: 
links 24, Tropfen, rechts 4 Tropfen. 
Dazu ist zu bemerken, daB schon bei Anwendung von stets derselben 
Lésung, ohne jede Anderung des Druckes, mit der Zeit die Tropfenzahl 
abnimmt (Versuch vom 2. Juli). 


Versuch vom 30. Juni 1930. 


Losung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,65°,. 
ie Il: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,68°,, nur linke Ureterenkaniile. 
Lésung I: Druck 305 bis 315 mm. 164 00’ bis 165 20’: 6 Tropfen. Wechseln 
der Lésung: 165 30’. 
II: Druck wie oben. 164 30’ bis 165 50’: 41/, Tropfen. Wechseln 
der Lésung: 17) 00’. 
am I: Druck wie oben. 17 10’ bis 17 30’: 2 Tropfen. 
Fiir diesen Versuch gilt dasselbe wie fiir den Versuch vom oo Juni. 
Versuch vom 2. Juli 1930. 
(Kontrollversuch. ) 
Einfache Brémser-Lésung. Druck 300 mm. 
154 21’ bis 15h 41’: 


links 6 Tropfen, rechts 7 Tropfen. 
164 10’ bis 165 30’: 
links 51/, Tropfen, rechts 5 Tropfen. 


18h 00’ bis 185 20’: 
links 3 Tropfen, rechts 314 Tropfen. 
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Dieser Abnahme der Harnmenge habe ich zu begegnen versucht durc| 
absolute Vermeidung von Luft im GefaBsystem und durch Bepinseln de: 
Nieren mit Brémser-Lésung. 


Versuch vom 4. Juli 1930. 
Losung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,65°,. 
IT: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,63 °%. 
Lésung I: Druck 180 bis 190 mm. 165 00’ bis 165 20’: 
links 8', Tropfen, rechts 1114 Tropfen. 
Wechseln der Lésung: 16h 35’. 
Lésung II: Druck wie oben. 165 40’ bis 175 00’: 
links 9 Tropfen, rechts 13°/, Tropfen. 
Wechseln der Lésung: 175 00’. 
Lésung 1: Druck wie oben. 17! 05’ bis 17} 25’: 


links 9 Tropfen, rechts 11°/, Tropfen. 


Versuch vom 21. Juli 1930. 
Lésung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,64°,, nur linke Niere. 
- II: Brémser-Lésung mit NaCl, 0.68%, ,, sal ms 
Lésung I: Druck 310 bis 315mm. 122 10’ bis 12) 30’: 5 Tropfen. 
» II: Druck gleich. 13400’ bis 13h 20’: 11 Tropfen. Wechseln de: 
Lésung: 13h 25’. 
rS I: Druck gleich. 135 30’ bis 13 50’: 7 Tropfen. 


Versuch vom 22. Juli 1930. 
Lésung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,64°). 
es Il: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,68 °,. 
Lésung I: Druck 290 bis 300 mm. 154 45’ bis 162 05’: 
links 4 Tropfen, rechts 4'/, Tropfen. 
Wechseln der Lésung: 165 10’. 
Lésung II: Druck wie oben. 165 40’ bis 172 00’: 
links 5 Tropfen, rechts 51% Tropfen. 
Wechseln der Lésung: 17h 05’. 
Lésung I: Druck wie oben. 12h 20’ bis 17} 40’: 
links 4'/, Tropfen, rechts 41% Tropfen. 


Versuch vom 23. Juli 1930. 
Lésung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,65°% + Diureticum (Euphyllin 
0,24 pro Liter). 
Re II: wie Lésung I aber NaCl 0,7 %. 
Lésung IT: Druck 190 bis 200 mm. 165 30’ bis 165 50’: 
links 4 Tropfen, rechts 4 Tropfen. 


xx? 


Wechseln der Lésung: 164 55’. 
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Losung I: Druck wie oben. 171 00’ bis 172 20’: 
links 214 Tropfen, rechts 214 Tropfen. 
Wechseln der Lésung: 17! 25’. 
Lésung II: Druck wie oben. 174 30’ bis 17 50’: 


links 3 Tropfen, rechts 21, Tropfen. 


Versuch vom 24. Juli 1930. 


Losung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,55°, Diureticum (Euphyllin 
0,24 pro Liter). 
o II: wie Lésung I aber mit NaCl 0,7 °5. 
Lésung TIT: Druck konstant, da Kaniile in Aorta: 
links 12h 30’ bis 12h 55’: 2 Tropfen, rechts 12h 35’ bis 12h 55’: 2 Tropfen. 
(In 20 Minuten 1*/, Tropfen.) Lésung IT: 135 00’. 
Lésung I1: 13) 30 bis 13h 50’: 


links 3 Tropfen, rechts 3 Tropfen. 
Lésung T: 141 00’ bis 14h 20’: 
links 114 Tropfen, rechts 114 Tropfen. 


Wechseln der Lésung: 148 25’. 
Lésung IT: 145 30’ bis 14h 50’: 


links 24% Tropfen, rechts 24 Tropfen. 


Versuch vom 28. Juli 1930. 


Losung I: Brémser-Lésung mit NaCl, 0,65°, + Euphyllin 0,24 pro Liter. 
» LI: wie LésungI aber NaCl 0,7 %. 
a I: 11210’ Nur linke Niere. Druck konstant. (Kaniile in Aorta.) 
bis 11n 30’: 21'/, Tropfen. Lésung IT: 114 30’. 
ai II: 11 40’ bis 124 00’: 26 Tropfen. Lésung I: 12 00’. 
.. I: 12h 05’ bis 12) 25’: 22 Tropfen. 


Es ist nicht zu verlangen, daB bei Versuchen, die mit gewissen 
Schwierigkeiten behaftet sind, ausnahmslos jeder Versuch in der genau 
gleichen Weise verliuft. Tatsachlich habe ich Versuche gesehen, in 
denen entweder kein eindeutiges Resultat oder sogar ein den Haupt- 
ergebnissen entgegengesetztes Resultat zur Beobachtung kam. Die 
Anzahl der positiv gelungenen Versuche ist aber eine so groBe, dab 
als erstes wichtiges Ergebnis dieser Versuchsreihe gesagt werden darf, 
daB geringfiigige Veranderungen in der Kochsalzkonzentration der 
Perfusionslésung eine merkliche Verainderung der Diurese hervorruft. 


Am raschesten gewinnt man einen Uberblick iiber die Verhaltnisse 
bei Betrachtung der Abb. 4, in welcher ich den EinfluB wechselnder 
Kochsalzkonzentration auf die Diurese der Froschniere kurvenmabig 
dargestellt habe. 
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Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB Konzentrationsunterschiede 
von 0,65 und 0,7, 0,65 und 0,68, 0,64 und 0,68 eine ganz merkliche 


Foérderung der Diurese hervorrufen. Die Unterschiede der 


nismus vorkommen kénnen. 


Die Tatsachen, die hier vorliegen, scheinen mir einen klaren Beweis 
dafiir zu liefern, daB die Niere auf kleine Verinderungen der Elektrolyt- 
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Abb. 4. 
EinfluB wechselnder NaCl-Konzentration 
urese der Froschniere. 


auf die |) 
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Lisung 1 
0,65 fo 
0,65 °!5 
0,64 9/9 
0,65 °/9 


Lisung 2 
— VII. (1 0,7 %9 
— VIL. 
IX. (1 0,68 9/9 
-—=--- X, (1 0,7 %Jo 
wobei aber bei Lisung 1 wie bei Lisung 2 Diureticur 
zugesetzt wurde. 

auf die Versuchsprotokolle. 


und 2) 
und 3) 
und 2) 
und 2) 


ohne 
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ticum 


Tropfenzah/ 





Die rémischen Zahlen beziehen s 











konzentration mit geinderter Tatigkeit anspricht. Somit ist der Haupt- 
punkt der Vorstellung, welche Asher und seine Mitarbeiter iiber die 
Regulierung der normalen Harnabsonderung gebildet haben, in dieser 
Versuchsreihe bestitigt worden. 

Die Versuche dieser Reihe dienten ferner dazu, um einen Vergleich: 
der diuretischen Wirkung von kleinen Erhéhungen der Kochsalz- 
konzentration mit der diuretischen Wirkung des spezifischen Diure- 
ticums anzustellen. Auch hier wird das wesentliche Ergebnis dieses 
Vergleichs aus den kurvenmaBigen Darstellungen ersehen, welche ich 
in Abb. 5 und 6 bringe. 

Abb. 5 bringt den Vergleich der diuretischen Wirkung verschiedener 
Kochsalzkonzentrationen mit derjenigen des spezifischen Diureticums, 
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und Abb. 6 bringt den gleichen Vergleich, aber alles bezogen auf die 
Einheit 1. 

Aus diesem Vergleich geht hervor, daB in der Mehrzahl der Ver- 
suche der Unterschied in der Wirksamkeit des spezifischen Diureticums 
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Abb. 5. 
Vergleich zwischen der diuretischen 
Wirkung verschiedener NaCl-Konzen- 7 


trationen und spezifischer Diuretica. 


—— Perfusionsfliissigkeit: einfache 
Bromser-Lisung, wobei Lisung 1 
ohne, Lésung 2 mit spezifischem 
Diureticum. 





—— Perfusionsfliissigkeit: einfache 
Brémser-Lésung mit variierender 
Na Cl-Konzentration. 














Lésung 1 Lésung 2 Fa Z P i 
VII. (2) 0,65 %/9 0,7 % Lasung 
VIII. (1 und 3) 0,65 9/9 0,68 9), 
IX. (1) 0,64 J 0,68 9/9 Abb. 6. 
Derselbe Vergleich wie Abb. 5, aber auf 
Die rémischen Zahlen beziehen sich auf die Einheit bezogen. Dieselben Be- 
die Versuchsprotokolle. zeichnungen wie Abb. 5. 


und derjenigen der kleinen Veranderungen der Kochsalzkonzentration 
kein sehr groBer ist. Nur in einem einzigen Falle zeigt sich in der Kurven- 
~ 


darstellung, die auf gleiche Einheit bezogen ist, ein sehr merkliches 
Biochemische Zeitschrift Band 234. 30 
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Uberwiegen des bloBen Einflusses des Diureticums. Vergegenwartigt 
man sich aber, wie ungeheuer groB die angewandte Menge von Diure- 
ticum ist, und daB von den physiologischen Veranderungen, welche 
die Injektion eines spezifischen Diureticums in den Gesamtorganismus 
macht, nur die Anderung der Kochsalzkonzentration in meinen Ver- 
suchen zum Ausdruck kommt, so wird man zu dem SchluB gedrangt, 
daB die Anderungen in der Blutzusammensetzung unter physiologischen 
Bedingungen machtvoller sein diirften, als die spezifische Einwirkung 
auf die Niere. Zum besseren Uberblick iiber die Gesamtheit meiner 
Versuche bringe ich die vorstehende Ubersichtstabelle. 


Zusammengefapt ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit : 


1. Es wurde am Frosch eine Methode der Untersuchung der iso- 
lierten Niere analog der Methode von Starling am Saugetier ausgearbeitet, 
wo das Herz der Motor des Nierenkreislaufs ist. 

2. Die Untersuchung der Beziehung zwischen Druckverhiltnis 
in dem Herz-Nieren-Kreislauf und der Harnabsonderung fiihrt zu dem 
SchluB, daB in der Niere eine Ultrafiltration mit im Spiele ist. 

3. Es wurde eine unmittelbare Wirkung eines spezifischen Diure- 
ticums auf die Froschniere nachgewiesen. Die hierzu notwendigen 
Mengen des spezifischen Diureticums und die hierbei resultierende 
Harnabsonderung sind von einer GréBenordnung, welche dagegen 
sprechen, daB bei therapeutischer Anwendung eines spezifischen 
Diureticums im Saugetierorganismus die unmittelbare Wirkung des 
Diureticums auf die Niere eine gréBere Rolle spielen diirfte. 

4. Kleinere Erhéhungen in der Kochsalzkonzentration im Betrage 
von 0,05 bis 0,3°, vermégen diuretisch zu wirken. Die GréBe dieser 
Diurese ist nicht geringer als diejenige durch ein spezifisches Diureticum 
oder durch eine merkliche Drucksteigerung. 

5. Es ist durch die letztgenannte Tatsache ein unmittelbarer 
Beweis dafiir geliefert worden, daB die Niere auf kleine Veranderungen 
der Elektrolytkonzentration anspricht und daB in dieser Anderung 


ein physiologisches Moment der Regulierung der Nierentatigkeit, 


vorliegt. ’ 








Eine genaue titrimetrische Bestimmungsmethode 
fiir Gesamtfettsiuren und Gesamtcholesterin des 
Blutes in sehr kleinen Mengen. 


Von 


Shigehiro Katsura und Tatsuo Hatakeyama. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Sendai.) 


(Eingegangen am 23. Februar 1931.) 


Die titrimetrische Mikrobestimmung der Fette und Lipoide des 
Blutes ist von Bang! begriindet worden. Dieser Autor hat die Fett- 
und Lipoidextrakte des Blutes mit iiberschiissigem Kaliumdichromat 
und Schwefelséure oxydiert, das zuriickgebliebene Dichromat jodo- 
metrisch titriert und durch Subtraktion vom Blindwert die oxydierte 
Fettmenge berechnet. Der wesentliche Mangel dieser Methode war, 
daB die Oxydation nicht bis zu Kohlensiéure und Wasser fortschritt, 
sondern auf einer unbekannten, unvollstindigen Stufe stehen blieb. 
Bang sagte: ,,Simtliche Versuche, um eine vollstandige Oxydation 
durch Erhitzen der Mischung zu erzielen, schlugen fehl, indem keine 
konstante Wirkung vorkam. Da das angefiihrte Verfahren aber das 
bequemste ist, liegt kein Grund vor, Anderungen nachzustreben.* 
Diese Oxydation ist durch verschiedene Umstande, vor allem durch 
AuBentemperatur, beeinfluBbar und ist ziemlich veranderlich. Ver- 
schiedene Autoren”, die diese Methode anwendeten, muBten daher 
fiir ein und dieselbe Fettart verschiedene Reduktionszahlen annehmen. 
Die Fehlergrenze der Methode war deshalb ziemlich weit. 

Aus diesem Grunde ist die Bangsche Methode allmahlich ver- 
lassen worden. Zur Fettbestimmung des Blutes hat man bis zur letzten 
Zeit meistens die Nephelometrie angewandt, die bekanntlich von 
Bloor* begriindet und vielfach verbessert worden ist. 


' Bang, diese Zeitschr. 91, 86, 1918. 

2 Szent-Gyérgyi, ebendaselbst 136, 112, 1923; Maas, ebendaselbst 
144, 379, 1924; Wasilewska, Chem. Centralbl. 1, 2715, 1925; Blix, Skand. 
Arch. f. Physiol. 48, 279, 1926; Fleisch, diese Zeitschr. 177, 453, 1926; 
Iwatsuru u. a., ebendaselbst 224, 437, 1930; Staub, ebendaselbst 282, 128 
1931. 

8 Bloor, Journ. of biol. Chem. 17, 337, 1914; Bloor, Pelkan u. Allen, 
ebendaselbst 52, 191, 1922. 
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Bloor’ hat indessen neuerdings selber einige Fehlerquellen seiner 
nephelometrischen Methode angegeben und sie wieder durch eine titri- 
metrische Methode ersetzt, welche zwar auf demselben Prinzip beruht wie 
die Bangsche, aber in der Vollstandigkeit der Oxydation, folglich in der 
Sicherheit der Methode, sie weit iibertreffen soll. Diese vollstandige Oxy- 
dation wird einerseits durch Applikation 4uBerer Warme und andererseits 
durch die katalytische Wirkung des Silbers erzielt, das Nicloux* bei seiner 
Kohlenstoffbestimmung angewandt hatte. Es wird naimlich etwa 2 mg 
Fettmaterial in einem geschlossenen Kolben mit 5 ccm Silberdichromat- 
lésung in Schwefelsiure und 3ccm n Kaliumdichromatlésung erhitzt, 
und zwar entweder 20 Minuten in einem elektrischen Ofen von 124° C oder 
eine Stunde im Wasserbad von 88 bis 90°C. Nach dieser Erwirmung wird 
dem heiBen Kolbeninhalt 75 cem Wasser und nach Abkiihlung 10 ccm 
10°%ige Jodkalilésung zugesetzt und mit n/10 Natriumthiosulfatlésung 
titriert. 

Der Ausgangspunkt vorliegender Arbeit war die Nachpriifung 
dieser Methode. Von Anfang an fielen uns einige Umstiande auf, welche 
die praktische Ausfiihrung dieser Methode zu erschweren schienen. 
Nach der Angabe von Bloor® soll namlich erstens der ,,Temperatur- 
Zeitfaktor“ ganz kritisch und ein Unterschied von -+ 2°C nicht zu- 
lassig sein. Das Halten der Temperatur auf 124° C ist aber sehr schwierig, 
da beim Hineinstellen der Kolben in den elektrischen Ofen die Tem- 
peratur rasch sinkt und eine geraume Zeit nétig ist, bis das Thermo- 
meter die friihere Héhe wieder erreicht. Zweitens ist die erforderliche 
Fettmenge zur einmaligen Bestimmung etwa 2 mg. Bei viel kleinerer 
Menge versagt die Methode, da z. B. bei 0,2 mg Material der Fehler 
schon 35 bis 38%, ausmacht, wie Bloor® in Tabelle I angibt. Bei der 
Bestimmung des Blutfettes ist dementsprechend 3ccm Blutplasma, 
folglich iiber 6cem Blut, erforderlich. Die Entnahme einer solchen 
Menge Blut ist bei Serienuntersuchungen oder bei Versuchen an kleinen 
Tieren manchmal schwer ausfiihrbar, wie das auch bei der nephelo- 
metrischen Bestimmung der Fall war. Drittens sind fiir die Ausfiihrung 
der Methode ziemlich groBe Mengen Reagenzien erforderlich ; z. B. be- 
ansprucht eine einmalige Titration etwa 30ccm n/10 Natriumthio- 
sulfatlésung. Von solchen Erwagungen aus ist eine Methode sehr 
wiinschenswert, durch welche man mit weniger Riickgicht auf Tem. 
peratur und Zeit doch v@lstandige Oxydation und mit einer viel kleineren 
Menge Material sichere und gute Resultate erzielen kann. Aber nicht 
nur in diesen Beziehungen ist das Bloorsche Verfahren verbesserungs- 
bediirftig. Bei unseren Untersuchungen nach der Vorschrift von Bloor 
konnten wir. keine theoretisch vollstandige Oxydation der Fettart 
erreichen. 


! Bloor, Journ. of biol. Chem. 77, 53, 1928; S82, 273, 1929. 
2 Nicloux, Bull. soc. chim. biol. 9, 758, 1927. 
8 Bloor, Journ. of biol. Chem. 77, 53, 1928. 
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Wir suchten deshalb andere Bedingungen zu finden, unter denen 
erstens die Fette und Lipoide sich immer vollkommen oxydieren und 
zweitens auch die angefiihrten Mangel méglichst abgestellt wiirden. 
Wir glauben, daB es uns schlieBlich gelungen ist, eine Methode aus. 
zuarbeiten, die all diese Bedingungen erfiillt. Zuerst wollen wir die 
Technik unserer Methode kurz beschreiben, um spater auf Einzelheiten 
naher einzugehen. 


Erforderliche Gerite und Reagenzien. 


1. MeBkolben von 25 cem Inhalt. 
2. Erlenmeyerkolben von 50 und 100 cem Inhalt mit gut geschliffenen 
Stépseln, die alle numeriert werden; daneben auch welche ohne Stépsel. 


3. Trichter von 3 und 4cm Durchmesser. 

Die erforderliche Zahl der einzelnen Art Kolben und Trichter ist ver- 
schieden. Je nach dem Zweck bereite man je 10 bis 20 oder mehr vor. 

4. Eine 1 ccm-Ostwald-Pipette, einige 0,3 cem-MeBpipetten mit Marken 
bei 0,20, 0,25 und 0,30 cem. 

Diese Gerite, besonders die Kolben fiir Oxydation, miissen peinlichst 
gesiitubert und von jeder organischen Substanz befreit werden. Sie werden 
nach mechanischer Reinigung in frische Chromschwefelsiure getaucht 
und gekocht, griindlich mit destilliertem Wasser abgespiilt und, gegen Staub 
geschiitzt, getrocknet. Neue Kolben miissen vorher auch mit Salzsaure 
behandelt werden. 

5. Asbest. 

Etwa 100 g roher Asbest werden nach dem Gliihen und Abwaschen mit 
Wasser in Chromschwefelsiure getaucht und 1 Stunde lang auf dem Wasser- 
bad erwaérmt. Der Asbest wird sofort mit Wasser gut abgespiilt, dann mit 
Salzsiure ausgekocht und gewaschen und zuletzt nochmals gegliiht. 
Der beinahe schneeweiB aussehende Asbest wird, gut gegen Staub ge- 
schiitzt, aufbewahrt. 

6. Gummikappen und Gummibinden. 

7. Ein Metallgestell zur Aufnahme von 16 Erlenmeyerkolben von je 
50 cem Inhalt. Dieses hat die Form des Reagenzglasergestells fiir Hagedorn- 
Jensensche Blutzuckerbestimmung und besteht aus zwei kreisrunden 
Platten von 24cm Durchmesser aus diinnem Kupfer, durch deren Mitte 
ein vierkantiger messingener Stab von 22cm Linge geht. Beide Platten 
haben im aéuBeren Ringe je 11, im inneren je 5 Lécher von 3 em Durch- 
messer. Die obere Platte kann mittels einer kurzen, an diese befestigten 
Messinghiilse an dem Achsenstab hinauf und hinuntergeschoben und auch 
an ihm festgeschraubt werden. Der Messingstab endigt oben in einem Ring 
und unter der unteren, unbeweglichen Platte in einem Haken. Diese! 
und die drei ebenfalls hakenférmigen FiiBe des Gestells dienen erforder- 
lichenfalls zam Anhingen von Gewichten, um die Kolben zum gréBten Teil 
in Wasser tauchen zu kénnen. 

8. Ein groBes Wasserbad, in das das Gestell (7.) bequem gestellt werden 
kann. 

9. Eine Mikrobiirette von 2 ccm. 

10. Absoluter Alkohol, Ather und Petrolither. 
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Diese Lésungsmittel miissen alle destilliert werden; der Alkohol und 
\ther selbstverstandlich bei 78 bzw. 35°C und der Petrolither bei 40 bis 
70°C, 

ll. Gesattigte wasserige Natronlauge. 

12. Verdiinnte Schwefelsaure. 

3 Teile destilliertes Wasser werden vorsichtig mit | Teil konzentrierter 
schwefelsiure gemischt. 

13. Digitoninlésung. 

0.5 g Digitonin wird in 100 cem 95°,igem Alkohol hei®B gelést. 

14. Silberdichromatlésung. 

Nach Nicloux' werden 5g Silbernitrat in 25 cem Wasser gelést und 
jg in 50cem Wasser geléstes Kaliumdichromat zugesetzt. Der Nieder- 
schlag des Silberdichromats wird zentrifugiert, nach dem Dekantieren 
zweimal mit Wasser gewaschen und zuletzt die Paste in 500 ccm reiner 
konzentrierter Schwefelsaure gelést. 

15. n und n/10 Kaliumdichromatlésung. 

294,22/6 = 49,036 g reinstes, fein gepulvertes und _ getrocknetes 
Kaliumdichromat wird in destilliertem Wasser gelést und in einem 1000 cem- 
MeBkolben bei 15° C bis zur Marke gebracht. Durch Verdiinnung von genau 
100 cem dieser n Kaliumdichromatlésung auf 1000 ccm stellt man eine 
n/10 Lésung her, die zur Titerbestimmung der Natriumthiosulfatlésung 
dient und selbstverstéindlich ganz genau sein muB. 

16. Etwa 40 g/dl Jodkalilésung. 

100 cem dieser Lésung wird ein Tropfen gesattigter Kali- oder Natron- 
lauge (11.) zugesetzt. 

17. 1°.ige Starkelésung in gesattigter Kaliumchloridlésung. 

18. Natriumthiosulfatlésung. 

Zuerst wird ungefahr eine n/10-Lésung hergestellt durch Lésen von 
30 bis 52 g Natriumthiosulfat in 2 Liter destilliertem Wasser. Diese Losung 
wird in tiblicher Weise in einer dunklen Flasche mit NatronkalkverschluB 
aufbewahrt und von Zeit zu Zeit gegen 10ccm n/10 Kaliumdichromat- 
losung (15.) genau titriert. Bei der testimmung wird die vierfache Menge 
des Titers im MeBkolben auf 100 cem verdiinnt und genau eine n/25- 
Losung hergestellt. 


Ausfiihrung. 


Das Blut wird aus einem BlutgefiB oder Ohrlippchen in ein kleines 
Reagenzrohrchen aufgefangen, welches fiir 0,5 bis 0,7 cem Blut etwa 5 bis 
7mg reines Natriumcitrat enthalt, und mit einem Glasstab gut verriihrt. 
Von diesem Blut wird 0,30 cem mit der MeBpipette genau abgemessen, 
mit der man noch 0,3 cem destilliertes Wasser zufiigt und gut mischt. Statt 
dieses Vollbluts kann man auch Blutplasma, Blutkérperchen oder Serum 
in gleicher Weise zur Bestimmung verwenden. Jetzt setzt man schnell 
20 cem absoluten Alkohol (10.) und dann 10 cem Ather (10.) hinzu und er- 
wirmt im Wasserbad unter sanftem Schiitteln bis zum Sieden. Man 
reibt mit einem Glasstab die an der Kolbenwand haftenden Koagula ab 
und 14Bt den Inhalt noch einmal sieden. Das Extrakt wird mittels des Glas- 
stabes durch ein Asbestfilter in einen gut gestépselten Kolben von 100 cem 
filtriert und der Riickstand zweimal mit einem warmen Gemisch von Alkohol 


1 Nicloux, 1. c. 





466 S. Katsura u. T. Hatakeyama: 


und Ather (2: 1) nachgewaschen. Zuletzt wischt man auch den Kolbenhuls 
nach. Das ganze Filtrat wird nun durch Zusatz von einem Tropfen ge. 
sittigter Natronlauge (li.) im leicht siedenden Wasserbad verseift, aly. 
gedampft und durch einen Luftstrom getrocknet, bis die zuriickbleibende 
Paste nicht mehr nach Alkohol riecht. 5 cem verdiinnte Schwefelsaure (12 
werden dann der Seife zugesetzt und unter Erwirmen geschiittelt, worawi 
alle Fettsiuren frei werden. Diese Fettsiuren und das unverseift gebliebene 
Cholesterin werden mit etwa 8 ccm Petrolaéther (10.) erwarmt, nach dem 
VerschluB des Stépsels durch energisches Schiitteln extrahiert und de: 
Petrolither mittels eines Asbestfilters in einen MeBkolben von 25 com 
filtriert. Die Extraktion wird noch zweimal wiederholt und der MeBkolber 
bei Zimmertemperatur mit Petrolaither bis zur Marke gefiillt. 


Von diesen 25 cem Extrakt werden nun 5cem zur Bestimmung de: 
Gesamtmenge in einen gestépselten Kolben von 50 cem getan (c). In einen 
anderen Kolben pipettiert man noch 5 ccm Extrakt ab und setzt 0,3 ccm 
heiBe Digitoninlésung (13.), und zwar je 0,1 cem mit Intervallen von 
einigen Minuten, hinzu und erwairmt jedesmal, worauf sich Niederschlaye 
des Cholesterindigitonids bilden. Nach Ablauf von iiber zwei Stunden 
wird der Inhalt wieder abgedampft und getrocknet, die Fettsiuren werden 
mit etwa 8ccm warmem Gemisch von Petrolither und Ather (im Ver 
haltnis von 10:1) aus dem unléslichen Digitonid ausgezogen und durch 
ein Asbestfilter in einen gestépselten Kolben von 50 cem filtriert. Die 
Extraktion wird noch zweimal mit je 5ccm warmem Gemisch wiederholt 
und dem ersten Extrakt zugesetzt (b). Der Inhalt von (6) und (c) wird im 
Wasserbad abgedampft und zuletzt im Luftstrom vollstaindig getrockniet. 

Nunmehr wird die Oxydation ausgefiihrt. 

Es werden im voraus 40 cem Silberdichromat (14.) und 10 cem n Kalium 
dichromatlésung (15.) vorsichtig gemischt und bei Zimmertemperatv: 
gelassen. In jeden Kolben (6) (c) und des Blindversuchs (@) wird 1 ccm 
dieses Gemisches mit einer Ostwald-Pipette sehr vorsichtig abgemessen 
Die Kolben werden ganz lose gestépselt und etwa eine halbe Minute im 
siedenden Wasserbad erwarmt, um den Druck auszugleichen. Nach dem 
Ausgleich des Druckes werden die Stépsel fest verschlossen, die Gummi- 
kappen und -binden am Hals angelegt, die Kolben in das Gestell gesetzt 
und 1 14 Stunde lang:in einem kraftig siedenden Wasserbad gekocht. Durch 
haufiges Schiitteln sorgt man dafiir, daB das Dichromatgemisch gleich- 
maBig die zu oxydierende Masse beriihrt. 

Nach Verlauf von 1% Stunden werden die Kolben herausgenommen 
und im Wasser abgekiihlt, aber nicht aufgemacht. Direkt vor dem Ti- 
trieren wird der Kolben gedéffnet, schnell 20 ccm destilliertes Wasser 
zugefiigt, der Kolben wieder geschlossen und nochmals méglichst kurze 
Zeit im Wasser abgekiihlt. Darauf wird 1 cem 40 g/dl Jodkalilésung (16.) 
zugesetzt und mit n/25 Natriumthiosulfatlésung (18.) titriert. Wenn ie 
Farbe des Jods ziemlich blaB geworden ist, setzt man einige Tropfen 
Starkelésung (17.) hinzu und titriert weiter, bis ein scharfer Farben- 
umschlag durch 0,01 cem n/25 Thiosulfatlésung auftritt. 


Berechnung. 


Die bei der Titration abgelesene Zahl von (6b) in Kubikzentimeter, 
abgezogen vom Blindwert (a), und multipliziert mit 185, also (a — b). 185, 
ist die Menge der Gesamtfettsiuren in mg/dl Blut. 
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Desgleichen ist (6 — c).170 die Menge des Gesamtcholesterins in 
mg/dl Blut. 

AuBerdem ist (a — c). 180 annahernd gleich der Summe der Gesamt- 
fettsauren und des Gesamtcholesterins (G. F. C.). 


Wenn an Untersuchungsmaterial gespart werden soll, kann man mit 
0,20 cem Blut arbeiten und vom Petrolitherextrakt je 8ccm zur Be- 
stimmung verwenden. Oder wenn es sich um stark lipimisches Blut (iiber 
700 mg/dl G. F. C.) handelt, wendet man 3, 2 bzw. 1 ccm Petrolitherextrakt 
an. Die Berechnung wird dann in entsprechender Weise gedandert. 


Bedingungen fiir vollstindige Oxydation. 


Der Oxydation durch Kaliumdichromat liegt folgender chemischer 
Vorgang zugrunde: Bei Anwesenheit von reduzierenden Substanzen 
wie Fettséuren usw. macht Kaliumdichromat mit Schwefelsdéure Sauer- 
stoff frei und oxydiert diese, indem Chrom-(3)-oxyd entsteht, das dem 
Reagens den griinlichen Farbton verleiht. 


K,Cr,0, + H,SO, = K,SO, + Cr,0, + H,O + 3/2 0,. 
Die Oxydation der Palmitinsaéure z. B. geht, wenn vollstandig, 
folgendermaBen vor sich. 
CyeH 20, + 230, = 16 CO, + 16H,0. 
Ein Grammolekiil Palmitinsaéuse erfordert deshalb bei vollstandiger 


9 


Oxydation _ trammolekiil Kaliumchromat. Folglich beansprucht 





eee 1 3.2 
1 g Palmitinséure — . 
: 256 3. 


saure verbraucht deshalb bei vollstandiger Oxydation 3,59ecm n/10 
Kaliumdichromatlésung. 





l 
= 0,359 * Grammolekiil. 1 mg Palmitin- 


Auf analoge Weise kann man berechnen, dab bei vollstandiger 
Oxydation 1 mg Olsdure, C,gH,,0,, 3,6l1ccm, 1 mg Stearinsiure, 
CygHs.02, 3,66cem und 1 mg Cholesterin, C,,H,O, 3,92ccm n/10 
Kaliumdichromat verbraucht. 

In jedem Falle macht das zuriickgebliebene Dichromat bei Zusatz 
von Jodkali nach der folgenden Reaktion Jod frei, das dann durch 
Natriumthiosulfatlésung titriert wird. 

K,Cr,0, + 7H,SO, + 6KJ = 4K,S80, + Cr,(SO,). + 7H,O + 34). 

Die vollstandige Oxydation der Fette und Lipoide im oben an- 
gefiihrten Sinne, die das Fundament einwandfreier Resultate fiir die 
Fettbestimmung bildet, konnte von Bang und seinen Nachfolgern 
nicht erzielt werden und ist erst Bloor gelungen. 


Bei unseren Versuchen mit Palmitinsiure gab indessen das Bloor- 
sche Verfahren keine geniigend befriedigenden Resultate (Tabelle 1). 
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Fiir die Versuche haben wir je 0,500 g Palmitinsiure, Olsiure, Stearin 
siure (Kahlbaum) und Cholesterin (Merck) in 100 cem Petrolather (40 bis 
70°C) gelést und wieder 10- bis 20fach verdiinnt. Lésungen, welche 
verschiedene Mengen Fettsaiure oder Cholesterin enthielten, wurden in 
gestépselten Kolben abgemessen, abgedampft und getrocknet und nach 
der Vorschrift von Bloor mit 5 cem Silberdichromat- und 3 ccm n Kalium 
dichromatlésung entweder 20 Minuten bei 124° C oder 1 Stunde bei 88 bis 
90° C oxydiert. Dem heiBen Kolbeninhalt wurden dann 75 cem Wasser und 
nach der Abkiihlung 10 cem 10 °,ige Jodkalilésung zugesetzt; darauf wurde 
mit n/l0 Natriumthiosulfatlésung titriert. Die Oxydation war in keinem 
Falle vollstandig, sondern blieb im Hoéchstfalle bei 95°, stehen. Die Art 
und Weise der Erwaérmung sowie die Menge der Fettsiure iiben an 
scheinend keinen EinfluB darauf aus. 


Tabelle I. 





Menge der Ver Dieselt 
Silberdichro- er- Dieselbe . 
mae cake deal 7 el brauchte fiir 1 mg lo 
o 8 n Kalium- om weit Menge Palmitin- der theo- 
Palmitin- de peratur dauer n/10 Thio- siiure retischen 
siure dichromat- Reduk 
: sulfat um- eduktions 
losung zahl (3,59) 
mg m oC Min Gunton 5 a 
ee a . 


124 20 2 3,28 91 
124 20 3,05 85 
124 20 , 3,23 90 
90 60 : 3,28 91 
90 60 Ai 3,02 84 
90 60 : 3,42 95 
90 60 y 3,15 88 
124 20 A 3,08 86 
124 20 5,2 3,27 91 
124 20 ; 3,02 84 
124 20 5 3,19 89 
90 60 6: 3,16 88 


b++ 


CO Co GO Oo GO OO CG 


5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 


++++4+4++4+4++4 


Da nach dem Bloorschen Verfahren die theoretische Oxydation 
nicht méglich war, versuchten wir sie auf anderen Wegen, und zwar 
durch Anderung der Temperatur und der Zeit einerseits und der Ver- 
haltnisse der Dichromatlésungen andererseits zu erzielen. Die Silber- 
dichromat- und Kaliumdichromatlésungen wurden in verschiedenem 
Verhaltnis, wie 3:2, 5:2, 6:1 usw., zugesetzt und im Wasserbad von 
100° C 30 bis 60 Minuten lang erhitzt. Aus den verschiedenen Kombi- 
nationen hat sich ergeben, daB befriedigende Werte nur dann erreicht 
werden, wenn man die Fettsaure mit 8 cem Silberdichromat- und 2 ccm 
n Kaliumdichromatlésung, oder mit 4ccm Silberdichromat- und 1 ccm 
n Kaliumdichromatlésung 1 Stunde lang bei 100°C behandelt (Ta- 
belle II). Damit ist der ,,Temperatur-Zeitfaktor duBerst einfach 
geworden. Der elektrische Ofen und das Thermometer sind jetzt ent- 
behrlich. Man braucht sich nicht mehr peinlichst um den Unterschied 
von + 2°C zu kiimmern, sondern mu8 nur dafiir sorgen, daB das 








tearin- 
40 bis 
welche 
len in 
1 nach 
alium- 
88 bis 
ar und 
wurde 
‘einem 
ie Art 
mn an 


0/5 

' theo- 
ischen 
iktions 
| (3,59) 


91 
85 
9 

91 
84 
95 
88 
86 
31 
84 
39 
38 


ation 
zwar 
Ver- 
i ber- 
pnem 
| von 
ym bi- 
eicht 
-eem 
ecm 
(Ta- 


ifach 


ent- 
‘hied 
das 





Titrimetrische Mikrobestimmung d. Gesamtfettsiuren usw. im Blute. 469 


Wasser im Wasserbad dauernd kraftig siedet. Die Zeit darf auch viel 
weniger genau sein. Man soll zwar vermeiden, die Erwarmung 
vor Ablauf 1 Stunde zu unterbrechen, aber eine Verlangerung, um eine 
Viertelstunde schadet gar nichts; nur ist das tiberfliissig. 


In Laufe der Versuche haben wir noch einige technische Verbesserungen 
vornehmen miissen. Erstens setzt Bloor sofort nach der Oxydation dem 
heiBen Kolbeninhalt Wasser hinzu. Wir halterr es aber fiir richtiger, nach 
Beendigung der Erwarmung den Kolben erst im Wasser abzukiihlen, 
ohne den St6psel aufzumachen, und erst dann das Wasser hinzuzufiigen. 
Das Oxydationsgemisch kann ohne merkliche Verminderung des Wertes 
sogar tiber 12 Stunden stehen bleiben, wenn der St6psel nicht aufgemacht 
wird. Dagegen muB8B die Titration méglichst schnell ausgefiihrt werden, 
wenn der Kolben einmal aufgemacht worden ist. Man darf deshalb bei 
Bestimmungen mehrerer Kolben nicht gleichzeitig allen Wasser zusetzen 
und sie nacheinander titrieren, sondern man soll den einzelnen Kolben erst 
direkt vor der Titration 6ffnen, nach Zusatz von Wasser wieder ver- 
schlieBen und schnell im Leitungswasser abkiihlen, um ihn darauf sofort 
zu titrieren. Zweitens setzt Bloor dem verdiinnten Oxydationsgemisch 
10 cem 10 °,ige Jodkalilésung hinzu, um das Jod frei zu machen. Wir sahen 
aber oft, daB das ausgeschiedene Jod sich nicht sofort, sondern erst bei 
der Titration mit der Natriumthiosulfatlésung nach und nach léste, so daB 
die Endreaktion sehr unscharf wurde. Um dies zu vermeiden, mu®8 man 
das Oxydationsgemisch zuerst mit viel Wasser verdiinnen und dann mehr 
Jodkali zusetzen, das jetzt naturgemaéB in héherer Konzentration gelést 


Tabelle II. 





Menge der 


Menge Silberdichro- b bt Dieselbe oJ, 
" der By nd Tem- Zeit soma fiir Img der theore- 
, — dichromat- on n/10 Thio- se @ Redaktions 

eure lésung sulfat gerechnet abl 
mg ecm To Min. ecm 

0,8 3+ 2 38 2,50 3,12 87 

0,8 3+ 2 45 2,36 2,116 83 

0,8 3+2 60 2,28 2,85 80 

1,0 3-+-2 45 2,78 2,78 78 

1,6 3+ 2 38 4,57 2,86 80 
1,6 342 45 5,00 8,12 87 
1,2 5+ 2 45 3,69 3,08 86 

1,0 6+ 2 30 3,27 3,27 91 

1,2 6-2 40 3,83 3,19 89 

2,0 6+2 40 5,72 2,86 80) 

2,0 6+ 2 100 40 6,30 3,15 88 

0,8 8+2 60 2,82 3,52 98 

0,8 8+ 2 60 2,84 3,55 99 

1,0 8+ 2 60 3,53 3,53 98 

1,2 8+2 60 431 3,59 100 

1,2 8+2 60 4,27 3,56 99 

1,5 8+ 2 60 5,32 3,55 99 

1,0 5+1 45 3,27 3,27 91 

1,0 6+1 40 3,47 3,47 97 

2,0 6+1 60 6,35 3,18 8Y 

1,2 8+ 1 60 3,82 3,18 89 
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werden muB. Bei Anwendung von 4ccm Silberdichromat- und 1 ce:m 
Kaliumdichromatlésung setzen wir 50 cem Wasser und 5cem 40 °% oize 
Jodkalilésung hinzu, worauf das Jod sich sofort vollstandig lést und di: 
Endreaktion ganz glatt verlauft. Da aber die konzentrierte Jodkalilésuny 
sich leicht spaltet und gebrauchsunfahig wird, setzt man etwa 100 ccm 
Lésung 1 Tropfen gesittigte Kali- oder Natronlauge hinzu. Dadurch wird 
sie lange haltbar; die kleine Menge Alkali schadet bei der Titratio: 
gar nicht. 

Nicht nur Palmitinséure kann so vollkommen oxydiert werden, 
sondern auch Olsaure, Stearinsiure und Cholesterin. Tabelle III zeigt 
die Versuche. Die Fehler betragen fiir eine Menge von 0.50 bis 2,5 mg 


in den meisten Fallen héchstens 1 bis 2°. 


Tabelle I11. 
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Bestimmung bei sehr kleinen Mengen. 


Wir wenden uns nun der Frage zu, ob man mit einer viel kleineren 
Menge Material ebenso sicher arbeiten kann, was nach der Angabe 
Bloors nicht méglich ist. Angenommen, da8 die Oxydation glatt ver- 
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lauft, so hangt die Genauigkeit der Bestimmung erstens von der Messung 
der Dichromatlésungen und zweitens von der Titration ab. Fiir 0,1 mg 
Palmitinsaéure macht ein Unterschied von 0,002 ccm n Kaliumdichromat- 
lésung oder 0,02 cem n/10 Thiosulfatlésung einen Fehler von rund 6% 
aus. Der Umstand, daB die Silber- und Kaliumdichromatlésungen 
nacheinander pipettiert werden, macht die Fehlerquelle noch gréBer. 


Zur Vermeidung solcher Ubelstinde haben wir die Ausfiihrung 
folgendermaBen abgeindert. Die Silber- und Kaliumdichromatlésungen 
werden nicht erst bei der Oxydation, sondern schon vorher im Verhiltnis 
von 4: 1 gemischt. Z. B. tut man mit einer Pipette 40 cem Silberdichromat- 
losung in einen Kolben, der 10 cem n Kaliumdichromatlésung mit einer 
anderen Pipette zugesetzt wird. Unter sorgfaltiger Abkiihlung mischt 
man beides gut durch und bewahrt es in einer gut verschlossenen Flasche auf. 
Jetzt macht + 0,002 cem dieses Gemisches + 1,6°, Fehler fiir 0,1 mg 
Palmitinsiure. Der Fehler ist also erheblich verkleinert worden. Man muB8B 
darauf achten, immer genau dieselbe Menge abzumessen. Wieviel, ist nicht 
wichtig, aber es kommt sehr darauf an, daB genau iibereinstimmende 
Mengen in den Kolben fiir Oxydation und fiir den Blindversuch abpipettiert 
werden. Fiir unseren Zweck reicht eine Ostwald-Pipette von 1 ccm aus. 
Man saugt das Gemisch genau bis zur Marke auf, wischt mit einem sauberen 
Tuch die AuBenseite der Pipette ab und laBt die Fliissigkeit, die Pipette 
senkrecht haltend, in den Stépselkolben von 50cem_ abflieBen, in 
welchem die zu bestimmende Masse vorbereitet worden ist. Gerade im 
Moment, wo nichts mehr von selbst abflieBt, blist man die Pipette ge- 
schwind an die saubere Kolbenwand ab und kiimmert sich nicht darum, 
was sich weiter langsam in der Pipette ansammelt. Es kommt sehr 
darauf an, wann und wie schnell der letzte Tropfen abgeblasen wird, da 
bei verzégerter Handhabung die viskése Lésung die abzumessende Menge 
verfalscht. 

Zur Titration wird 1 cem Dichromatgemisch mit 20 cem Wasser ver- 
diinnt und 1 cem 40°/sige Jodkalilésung zugesetzt. Man titriert jetzt an Stelle 
von n/10 mit n/25 Natriumthiosulfatlésung aus, einer Mikrobiirette. Bei 
der genannten Verdiinnung des Dichromatgemisches tritt die Endreaktion 
durch 0,01 ecem n/25 Thiosulfatlésung scharf auf, wodurch der Titrations- 
fehler stark reduziert wird. Wenn sich bei wiederholten Blindversuchen 
nicht mehr als 0,02 cem Unterschied in der n/25 Natriumthiosulfatlésung 
ergibt, dann kann man die Oxydation ganz getrost ausfiihren. 


Bei der Oxydation muB man dagegen das Gemisch anstatt 1 Stunde 
1% Stunden lang kraftig im siedenden Wasserbad erhitzen. Beim bis- 
herigen Verfahren entstand durch Mischung der Dichromatlésungen schon 
so viel Warme, daB eine weitere einstiindige Behandlung im Wasserbad 
geniigte. Fiir das kalte Dichromatgemisch reicht allerdings 1 Stunde 
nicht aus, sondern 114 Stunden sind durchaus nétig. Es ist uns nicht ge- 
lungen, durch Erhéhung der Temperatur die Zeit zu verkiirzen, da dann 
die Werte wieder viel unsicherer wurden. Wir glauben aber, da8 dieser 
Nachteil durch viele andere Vorteile ersetzt wird. Durch Multiplikation 
der verbrauchten Menge der n/25-Lésung mit 0,4 wird sie in n/10-Lésung 
umgerechnet, worauf die weitere Berechnung sich einfach gestaltet. In 
Tabelle IV sind die Resultate einiger Versuche angegeben, die mit 0,1 bis 
0,2 mg Palmitinsiure allein oder mit einem Gemisch von Palmitinsiure 
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Tabelle IV. 





B I » Verbr. 
“Menge Thiosulfat, 0 


Thiosulfat um- Gefundene | der ge 
in gerechnet Menge | fun 
ecm n/10- in denen 
Lisung ecm n/10- Menge 
Lisung mg 


Substanz und Menge (mg) 


Palmitinsaure 0,059 0,180 0,050 100 

o 0,050 0,180 0,050 100 
0,075 0,276 0,077 103 
0,100 0,364 0,101 101 
0,100 0,360 0,100 100 
a 0,100 0.348 0,097 97 
a 0,100 0,360 0,100 109 
a 0,150 0.516 0,144 96 
‘s 0,150 0,548 0,153 102 


Palmitinsaure 0,050 + Cholesterin 0,050 0,375 0,374 109 
P 0,050 + 3: 0,050 0,375 0,388 103 

_ 0,050 + m 0,050 0,375 0,368 98 
* 0,050 + 0,050 0,375 0,364 97 
0,075 + 0,075 0,563 0,556 98 

0,075 + 0,075 0,563 | 0,564 100 

0,075 + r 0,075 0,563 | 0,560 99 

0,075 + 0,075 0.563 | 0,563 100 

0,100 0,100 0,751 0,744 99 

0,125 + 0,075 0,743 0,732 98 

0,125 + ss 0,075 0.743 | 0,736 99 


und Cholesterin ausgefiihrt wurden. Alle Werte stimmen so gut iiberein 
wie bei der Methode mit gréBeren Mengen. 


Trennung von Fettsiuren und Cholesterin. 


Nachdem die Bestimmung mit einer sehr kleinen Menge des Ge- 
misches von Palmitinséure und Cholesterin gelungen ist, wollen wir 
jetzt beide Komponenten. des Gemisches einzeln bestimmen. Fiir die 
Trennung des Cholesterins benutzen wir die bekannte Digitoninmethode, 
die auf dem Prinzip beruht, daB Cholesterin mit dem Digitonin in 
Petrolather unlésliches Cholesterindigitonid bildet, die auch Bang! bei 
seiner Methode angewandt hat. Man braucht dafiir einen UberschuS 
an Digitonin. Wir setzen der Petrolitherlésung des Palmitinsaure- 
Cholesteringemisches, welche in einen Kolben mit Stépsel abgemessen 
wurde, 0,1 ccm 0,5° iger heiBer Digitoninlésung in 95°, igem Alkohol 
zu und erwarmen im Wasserbad 1/, bis 1 Minute unter ganz leichtem 
Schwenken. Man wiederholt dies mehrmals nacheinander, bis feine 
Niederschlage entstehen, und 14Bt den Kolben nach dem Zustépseln 
stehen. Allenfalls reicht fiir unseren Zweck im ganzen 0,3 cem Digitonin- 
lésung aus. Nach 2 Stunden oder mehr dampft man das ganze Lésungs- 


1 Bang |. ec. 
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mittel bis zur Trockene, wonach die Palmitinséure abermals extra- 
hiert wird. Fir diese Extraktion reicht nach unseren Erfahrungen 
Petrolather allein nicht aus. Genitigend und sicher ist dagegen warme 
Extraktion mit einem Gemisch von Petrolither (40 bis 70°C) und 
Ather im Verhaltnis von 10:1. Man setzt dem getrockneten Gemisch 
von Digitonid und Fettséiure etwa 8ccem Petrolaither-Athergemisch 
(10:1) zu, schwenkt gut um und 14Bt nach 5 Minuten im Wasserbad 
leicht sieden. Man filtriert das Extrakt in den Oxydationskolben von 
50cem und wiederholt noch zweimal dasselbe mit je 5cem Gemisch. 
Zur Filtration eignet sich Filterpapier nicht, da zufillige Beimengung 
einzelner Papierfasern das Resultat betrachtlich verfalscht. Wir be- 
nutzen daher einen auf folgende Weise vorher angefertigten Asbest- 
filter. Mit einer kleinen Menge gereinigten Asbests bedeckt man eben 
die Spitze eines Trichters von 3 ccm Durchmesser, gieBt etwas Petrol- 
ither-Athergemisch zu und driickt mit einem Glasstab sacht darauf, 
so daB der Asbest gleichmaBig dicht anliegt. Die Geschwindigkeit 
des Abflusses des Petrolithers sei etwa 60 bis 90 Tropfen in 1 Minute. 
Bei zu schneller Filtration kommt manchmal das Digitonid mit her- 
unter, bei zu langsamer Filtration dagegen kénnen die Fettsaéuren 
abgedampft im Trichter bleiben. Das Filtrat muB natiirlich ganz 
klar sein und darf keine einzige Flocke enthalten; sonst ist das Anlegen 
des Asbests nicht richtig. 

Das Filtrat wird nun wie iiblich getrocknet und ist zur Oxydation 
bereit (6). Dieselbe Menge Petrolatherlésung des Palmitinsiure-Cholesterin- 
gemisches, die man zur Cholesterintrennung angewandt hat, wird in einen 
anderen Oxydationskolben von 50 ecem getan und ohne vorherige Behandlung 
getrocknet (c). Daneben wird noch der Blindversuch angestellt (a). Jede 
Probe wird mit 1 cem Dichromatgemisch 15 Stunden bei 100° C behandelt 
und titriert. Von a, b und c bereitet man je zwei Serien vor, die allerdings 
untereinander ganz gut tibereinstimmende Werte zeigen. 

Es seien a, b und ¢ jeweils die titrierte Menge n/25 Thiosulfatlésung 


der entsprechenden Serien. Dann ist natiirlich (a — b). 0,4/3,59 mg 
Palmitinsiure und (6 c) . 0,4/3,92 = mg Cholesterin. 


Bei geringer Cbung kommt es manchmal vor, daB die beiden getrennten 
Komponenten kleine Abweichungen von den berechneten Mengen aufweisen, 
waihrend das Gemisch selbst genau die theoretische Menge Dichromat 
reduziert. Wenn der Wert der Fettsiure etwas zu groB und der des Chole- 
sterins etwas zu klein wird, dann ist der Fehler zu suchen |. in mangel- 
hafter Digitonidbildung, 2. in mangelhafter Zuriickhaltung des Digitonids 
infolge ungeniigender Dichte des Asbests und 3. in der Verunreinigung 
der Gerite bei der Handhabung. Wenn dagegen die Fettsaiure einen zu 
kleinen, das Cholesterin einen zu groBen Wert zeigt, liegt der Grund 1. in 
ungeniigender Extraktion oder 2. im Verlust bei der Filtration. Bei einiger 
Vorsicht wird man wohl erkennen, wo der betreffende Fehler steckt und den 
Ubelstand leicht abstellen kénnen. In Tabelle V geben wir die Resultate 
unserer Versuche wieder. Das Gemisch ist 0,10 bis 0,25 mg und die Re- 
sultate sind jedenfalls recht befriedigende. 
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Tabelle V 





Pal- : Pal- , Pal- ‘ Pal- ‘ Pal- , 
mitin- Chole- mitin- Chole- mitin- Chole- mitin- Chole- mitin- Chole 
siure sterin sure sterin siure sterin shure sterin shure steri! 

0,050mg | 0,050mg  0,075mg | 0,075mg 0,100mg 0,100mg 0,125mg 0,075 mg 0,125mg 0,125 mg 
0,051 0,049 0,072 0,077 0,098 | 0,190 0,123 0,071 0,126 0,128 
0,051 0,057 0,077 0,072 | 0,097 0,101 | 0,122 | 0,072 0,128 0,126 
0,052 0,056 90,077 0,073 | 0,096 | 0,100 | 0,120 0,072 0,127 0,122 

0,057 0,051 0,078 0,073 0,129 0,120 
0,053 | 0,053 0,076 0,074 | 0,097 0,100 | 0,122 0,072 0,124 0,126 
106% 106% 101% 99% 97% 100°, 9% 9% 0,120 0,126 

0,073 | 0,074 0,124 0,125 
0,047 0,050 0,073 0,078 0,097 0,101 0,120 0,077 0,124 0,125 
0,050 | 0,053 0,078 | 0,074 || 0,097 0,098 | 0,121 0,076 | 0,122 0,116 
0,048 | 0,050 0,074 0,073 0,096 0,102 | 0,124 0,073 0,124 0,118 
0,051 | 0,047 0,074 0,077 0,096 , 0,099 0,121 0,077 0,118 0,122 
0,048 0,055 0,076 0,074 0,105 | 0,995 0,122 0,076 0,120 0,125 
0,051 0,053 0,076 0,078 0,106 | 0,096 0,125 0,073 
0,050 | 0,047 0,077 | 0,073 

0,077 0,077 it GREG. 
0,049 | 0,051 | 0,075 | 0,075 0,100 0,099 0,122 | 0,075 0,124 


98% | 102% | 100% 100% 100% 99% 98°, 100% 99% 


Anwendung auf das Blut. 


Es bleibt jetzt noch tibrig, unsere Methode aufs Blut anzuwenden. 
Zur Extraktion von Fettstoffen aus dem Blute oder Gewebe werden 
von verschiedenen Autoren! Ather oder Alkohol allein oder Alkohol- 
Athergemisch in verschiedenem Verhaltnis angewendet. Bloor? Jabt 
das Blutplasma tropfenweise unter Schiitteln in ein Gemisch von 
3 Teilen Alkohol und 1 Teil Ather im Mefkolben flieBen und erwarmt 
es im Wasserbad bis zum Sieden. Dieses Verfahren eignet sich nicht 
fiir eine kleine Menge Blut, da es zu einigen Klumpen gerinnt und 
nicht fein verteilt wird, was jedoch zur geniigenden Extraktion un- 
bedingt nétig ist. AuBerdem ist die Messung des viskésen Blutes auch 
ziemlich schwierig. 

Vollstandige Oxydation und sichere Titrierung vorausgesetzt, ist 
zur exakten Bestimmung noch genaue Abmessung des Blutes, geniigende 
Extraktion der Fettstoffe und schlieBlich Vorsicht nétig, daB keine 
anderen Stoffe beigemengt und mitbestimmt werden. Da die genaue 
Abmessung nativen Vollbluts schwierig ist, verwenden wir Citratblut, 
indem 0,5 bis 0,7 ccm Blut, welches zur Doppelextraktion reicht, in 
1 Kumagawa u. Suto, diese Zeitschr. 8, 212, 1908; Shimidzu, ebendaselbst 
28, 237, 1910; Endo, Juzenkai Zasshi 38, 1892, 1928 (jap.); Bloor, ebenda 
selbst; Neuschloss, diese Zeitschr. 225, 123, 1930. 

2 Bloor, 1. ¢. 
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einem kleinen Reagenzréhrchen mit etwa 5 bis 7 mg reinem 
Natriumcitrat gut verriihrt wird. Von diesem wird 0,30 ccm mit 
der Pipette in einen Erlenmeyerkolben von 50 ccm abgemessen. Man 
saugt mit derselben Pipette noch 0,3 ccm destilliertes Wasser auf und 
mischt es mit dem Blute, wodurch die Pipette nachgespiilt wird. Wenn 
Natriumcitrat allein genau so behandelt wird wie das Blut, namlich 
mit Alkohol und Ather, Natronlauge, Schwefelsiure und Petrolather, 
so wird das Dichromat dadurch gar nicht reduziert. 


Wenn man dem Citratblut schnell Alkohol zusetzt, so werden die 
Koagula sehr fein verteilt. Um die extrahierende Wirkung des Alkoholathers 
in verschiedenen Verhaltnissen zu priifen, setzten wir daher zu 0,3 ccm 
Blut erst Alkohol und dann Ather hinzu und zwar in der Weise, daB das Ver- 
haltnis von Alkohol zu Ather 1: 0,3: 1, 2: 1 und 1: 1 und die Gesamtmenge 
30 cem wird. Es wird unter leichtem Sieden im Wasserbad ausgezogen, 
wobei die an der Wand und am Boden haftenden Koagula mit einem Glasstab 
gut abgestoBen und zerrieben werden. Man filtriert das Extrakt und wascht 
den Riickstand zweimal. An dem Riickstand untersuchten wir, ob und wie- 
viel Fettmenge darin zuriickbleibt. Der Riickstand wird entweder durch 
starke Natronlauge im Wasserbad eine Stunde lang verseift und mit Salz- 
siure angesiuert oder statt Natronlauge mit Salzsiure hydrolysiert. Es 
wird mit Ather energisch geschiittelt, wobei eine ganz dicke Emulsions- 
schicht entsteht, die aber durch Zusatz von etwas Alkohol glatt von der 
wasserigen Schicht getrennt wird. Das Extrakt wird abgedampft, nochmals 
mit trockenem Ather aufgenommen, filtriert und getrocknet. Dieses wird 
dann wieder in Petrolaither gelést, filtriert und getrocknet und wie das 
eigentliche Blutextrakt zur Oxydation gebracht. Es hat sich nun ergeben, 
daB der Riickstand von 0,3 ccm Blut, welches mit Alkohol und Ather 
von 1:0, 3:1 und 2:1 ausgezogen wird, so viel Dichromat oxydiert, als 
0 bis 2 mg Fettsaéuren plus Cholesterin pro 100 cem Blut entspricht. Es 
bleibt also in diesem Riickstand praktisch gar nichts iibrig. Bei Anwendung 
von Alkohol und Ather 1:1 bleibt im Riickstand etwas mehr, niimlich 
manchmal 6 bis 7 mg pro 100 cem Blut zuriick. Dagegen tritt Haimolyse 
beim Alkohol allein sehr stark ein, bei Alkohol-ather 2: 1 nur sehr schwach 
und bei 1: 1 gar nicht. Hamolyse schadet zwar nicht, da das Hirmoglobin 
durch die nachfolgende Behandlung nicht in den Petrolither iibergeht, 
sondern als Niederschlag in der wasserigen Schicht zuriickbleibt oder durch 
den Asbest zuriickgehalten wird. In der Tat stimmen die Werte verschie- 
dener Extrakte ganz gut untereinander iiberein, wenn dasselbe Blut mit 
Alkohol-aither 1:0, 3:1 oder 2:1 ausgezogen und weiter gleich be- 
handelt wird. Um der Sauberkeit willen tut man aber besser, die Hamolyse 
zu vermeiden. Aus diesem Grunde verwenden wir 20 cem Alkohol und 
10eem Ather fiir 0,3 cem Citratblut, was ebenso gut fiir dieselbe Menge 
Plasma, Blutkérperchen oder Serum oder auch fiir 0,2 cem Material an- 
wendbar ist. Durch dieses Verfahren kann auch dem Blut zugesetzte 
Palmitinsiure extrahiert und in ihrer berechneten Menge wiedergefunden 
werden. Beim Filtrieren darf man kein Filterpapier benutzen, da es meistens 
durch Alkoholither extrahierbare Stoffe enthalt und zwar fiir unsere 
Zwecke manchmal in betrachtlicher Menge. Man benutze deshalb Asbest, 
indem man die Spitze eines gew6hnlichen Trichters von 4 em Durchmesser 
mit einer kleinen Menge gereinigten Asbests bedeckt, mittels eines Glas- 
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stabes sacht darauf driickt und im voraus die AbfluBgeschwindigkeit 
reguliert, daB 80 bis 120 Tropfen Alkohol in einer Minute herausflieBe, 
Wenn sich der AbfluB spater verlangsamt, kann man mit dem Glassta!) 
die Blutkoagula vorsichtig abreiben. Man mu8B immer ganz sauber arbeite, 
die Hinde stets gut reinigen und darf nie Teile der Geraite, die mit dem 
Lésungsmittel in Beriihrung kommen, z. B. die Kolbenhalse usw., mit der 
Handen anfassen. 

Das Filtrat in dem zugestépselten Erlenmeyerkolben, in dem alle 
Fette und Lipoide des Blutes ausgezogen sind, ist nun zur Verseifung bereit 
Zur Verseifung ist das kaufliche Natriuméathylat zu vermeiden, da dessen 
alkoholische Lésung organische, in Petrolaither iibergehende Verbindungen 
liefert. Am einfachsten wird Natronlauge benutzt, indem ein Tropfen 
gesittigte wisserige Natronlauge dem Extrakt zugesetzt und unter wieder- 
holtem Schiitteln im schwach siedenden Wasserbad erwirmt wird. Wenn 
der Alkohol gréBtenteils abgedampft ist, entfernt man ihn schlieBlich 
durch den Luftstrom, bis der Geruch des Alkohols verschwindet. Durch 
all dies werden die freien Fettsiuren, Seifen, Neutralfette, Cholesterineste1 
und Phosphatide des Blutes simtlich verseift und hinterlassen eine Seifen 
paste. Jetzt wird 5ccem verdiinnte Schwefelsiure zugesetzt und einige 
Minuten im Wasserbad erwarmt und geschiittelt, worauf die Seifen wieder 
zu freien Fettsiuren werden. 

Diese Gesamtfettséuren und das Gesamtcholesterin, welches aus 
frei gewesenem und durch Behandlung aus der Esterbindung frei ge- 
machtem Cholesterin besteht, werden durch nachfolgende Behandlung 
mit Petrolither in toto extrahiert. Dabei fiigt man dem Kolbeninhalt 
etwa 8ccm Petrolather zu und erwirmt weiter im Wasserbad. 
Der Kolben wird, wenn der Druck sich ausgeglichen hat, mit dem 
Stépsel gut geschlossen, der St6psel mit der Hand festgehalten und der 
Kolben energisch geschiittelt. Der Petrolather wird nun mittels eines 
Glasstabes durch ein Asbestfilter in einen MeBkolben von 25 ccm 
gegossen, wobei die Schicht der Schwefelsaure sich véllig vom Petrol- 
ather trennt. Man wiederholt diese warme Extraktion noch zweima! 
mit je 8 ccm Petrolather und fiillt den MeBkolben bei Zimmertemperatur 
bis zur Marke. Von diesem Fettsauren-Cholesterinextrakt werden 
5ccm zur Bestimmung der Gesamtmenge in einen 50 ccm-Kolben zur 
Oxydation tibergefiihrt, wahrend weiter 5 ccm in einen anderen Kolben 
getan werden, der zur Trennung des Cholesterins dient. Alles weitere 
ist genau so auszufiihren, wie oben angefihrt. 

Bei der Berechnung nimmt man nach Bloor! die Reduktionszah] 3,60 
fiir die Fettsdéuren an, da im Blute Palmitin- und vor allem Olsiure 
vorwiegen. Wenn man die fiir den Fettsdéureanteil verbrauchte Menge 

0,4. 25. 100 


(Kubikzentimeter) der n/25 Thiosulfatlésung mit 3,60 .03.5° d. h. mit 


185 multipliziert, kann man den Gehalt der Fettsiuren des Blutes in 
mg/dl ausdriicken. Ebenso ist der Cholesteringehalt in mg/d] dadurc 


1 Bloor 1. ec. 
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zu berechnen, daB die Thiosulfatmenge fiir den Cholesterinanteil mit 
0.4.25 .100 
3,92 .0,3.5 


Wenn man Gesamtfettsiuren oder Gesamtcholesterin allein und ohne 
die andere Komponente bestimmen will, ist die Titrierung der Gesamt- 
menge bzw. des Blindwertes entbehrlich. Wenn man dagegen nicht den 
exakten Wert der einzelnen Komponenten, sondern nur den annihernden 
Wert der Gesamtmenge beider bestimmen will, kann man dafiir die Re- 
duktionszahl 3,71 annehmen. Diese Zahl beruht auf der Voraussetzung, 
daB das Verhaltnis der Gesamtfettsiuren zum Gesamtcholesterin im Blute 
2:1 sei. (3,60.2 + 3,92)+3 3,71. Wenn dieses Verhaltnis unter 
hesonderen Umstanden z. B. 5:1 oder 1:1 werden wiirde, dann miiBte 
die Zahl 3,65 bzw. 3,76 sein. Auch in solchen Fallen betragt die Differenz 
kaum 2°. Allerdings schwankt dieses Verhaltnis nicht so betrachtlich, 
sondern bleibt in den meisten Fallen ziemlich konstant. Wenn man sich 
z. B. bei klinischen Untersuchungen schnell und einfach iiber den Fettgehalt 
des Blutes orientieren will, kann man die Reduktionszahl 3,71 verwenden, 
oder was dasselbe ist, die von 0,3. 5/,,cem Blut verbrauchte Menge der 
n/25 Thiosulfatlésung mit 180 multiplizieren und den ganz annéhernden 
Wert des Gehalts von Gesamtfettsiuren-Cholesterin (G. F.C.) in mg/dl 
Blut finden. 


= 170 multipliziert wird. 


Zusammenfassung. 


Auf dem Boden des Bang- und Bloorschen Prinzips ist eine titri- 
metrische Bestimmungsmethode fiir Gesamtfettsiuren und Gesamt- 
cholesterin des Blutes ausgearbeitet worden. Die vollstandige Oxydation 
der Fettarten, die nach Bloor erst durch peinlichste Regulierung der 
Temperatur und Zeit und nur fiir relativ viel Material gelingen kann, 
ist nach unserem Verfahren ohne besondere Riicksicht darauf einfach 
und glatt zu erzielen. Mit einer so kleinen Menge, wie 0,2 bis 0,3 ccm 
Blut, kann man geniigend sichere Werte der Gesamtfettsiuren und des 
Gesamtcholesterins, oder ganz angenahert den Wert der Totalmenge 
beider (G. F. C.) finden. 
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Uber Verinderungen des Stoffwechsels unter Bestrahlung. VII. 


Von - 


Ludwig Pineussen. 


Verinderungen des Katalasegehaltes. 


Von 
Fuyuo Tanino. 


(Aus dem biol.-chem. Institut des Stadtischen Krankenhauses am Urban, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Marz 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Trotz aller Theorien ist die Rolle der Katalase im Organismus 
noch immer nicht geklirt. Wir wissen, daB sie iiberall dort auftritt, 
wo Oxydationsprozesse ablaufen, bei welchen intermediar Wasserstoff- 
superoxyd gebildet wird. Nach dem, was man bisher weib, scheint 
sie lediglich zu dem Zwecke vorhanden zu sein, um das iiberfliissige 
H,0O, zu zersetzen. Damit ist aber noch nicht gesagt, daB sie gewisser- 
maBen als Indikator fiir die GréBe der Oxydationsvorginge zu werten 
ist, indem man annehmen wiirde, daB dort, wo viel zu oxydieren ist, 
auch viel Wasserstoffsuperoxyd nicht nur gebildet, sondern auch iibrig- 
bleiben miiBte, so daB also dann besonders viel Katalase notwendig 
ware. Es sei hierzu bemerkt, daB nach Lina Stern! ein direktes Ver- 
haltnis der Katalase zu den Oxydationsvorgingen nicht besteht. In 
der vorliegenden Mitteilung, die sich mit der Wirkung der Bestrahlung 
auf die Menge der Katalase im Blut und einigen Organen (Leber, Herz, 
Milz) beschaftigt, soll nur Material beigebracht werden, ohne dai 
versucht werden soll, den ganzen Fragekomplex iiber Herkunft, 
Wirkungsméglichkeit und Zweckdienlichkeit dieses Ferments oder 
Katalysators aufzurollen. 


1 L. Stern, diese Zeitschr. 182, 153, 1927. 
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Fiir die Versuche dienten ausgewachsene weiBe Ratten, welche langere 
Zeit vorher mit einer gleichmaéBigen Kost von Milchreis ernéhrt wurden 
und ungeféhr 16 Stunden vor Anstellung des Versuchs ohne Futter blieben. 
Es wurden zunaéchst eine Reihe von nichtbehandelten Tieren untersucht, 
sodann solche, welche der Bestrahlung einer Wechselstrom-Quecksilber- 
quarzlampe, die bei einer Primaérspannung von 220 Volt brannte und deren 
photometrische Messung 1500 HK ergab, in 50cm Entfernung ausgesetzt 
wurden. Die Messung der Lampe mit der Thermosaule ergab eine Gesamt- 
energie von 0,9 .105Erg auf den Quadratzentimeter des in der genannten 
Entfernung befindlichen Tieres, so daB bei Annahme einer dem Licht 
zugewandten Flache, unter Beriicksichtigung der Riickenkriimmung, 
von etwa 60qcem, die gesamte auffallende Energiemenge 0,5 . 107 Erg pro 
Sekunde betrug. 


Einige wenige Versuche wurden mit einer Natriumdampflampe, einem 
Versuchsmodell der Osram-Studiengesellschaft, angestellt, welche eine 
Lichtstaérke von 520 Normalkerzen besaB; die energetische Messung mit der 
Thermosiéule ergab pro Qudratzentimeter in 30cm Entfernung, die bei 
der Bestrahlung innegehalten wurde, 2,5.104Erg/sec. Diese Lampe 
emittiert nur das Spektrum des Natriumdampfes, im wesentlichen also das 
gelbe Licht der D-Linie. 

Die Bestrahlung mit der Quarzlampe erfolgte bei der ersten Gruppe 
30 Minuten lang, bei der zweiten Gruppe 60 Minuten lang, bei der dritten 
90 Minuten. Da sich in vielen Versuchen gezeigt hat, daB gerade die Ver- 
anderungen des Fermentgehaltes, im iibrigen auch anderer photochemisch 
bedingter Umsetzungen sich in verschiedenen Absténden nach der Be- 
strahlung ganz verschieden darstellen, wurde jede Gruppe wieder in drei 
Untergruppen geteilt. Bei der ersten Untergruppe wurden die Tiere sofort 
nach der Bestrahlung getétet, bei der zweiten 30 Minuten, bei der dritten 
60 Minuten nach Ende der Bestrahlung. Die mit der Natriumdampflampe 
belichteten Tiere wurden sofort nach der Bestrahlung getétet und ver- 
arbeitet. 

Die fiir die Bestimmung der Katalase in den verschiedenen Organen 
angewandte Methode schloB sich eng an die von Stern und Battelli! aus- 
gearbeitete an, mit der Ausnahme, daB8 eine Durchspiilung des Tieres 
nach der Tétung nicht vorgenommen wurde. Auch die Verdiinnung mit 
einer 0,005 mol. Alkohollésung wurde beibehalten. Die Tiere ‘wurden 
durch Schlag auf den Kopf getétet, durch Halsschnitt méglichst vollstandig 
entblutet, die Organe schnell herausgenommen, gewogen und in einer 
Kaltemischung unter Zusatz von m/100 Alkohollésung unter Zugabe von 
Quarzsand verrieben, 20 Teile einer 0,005 mol. Alkohollésung zugesetzt, 
gut durchgeschiittelt und zentrifugiert. Das Filtrat wurde je nach der 
Wirksamkeit mit einer gemessenen Menge der gleichen Alkohollésung 
weiter verdiinnt. 

Die Messung des Katalasegehalts erfolgte nach der gasvolumetrischen 
Methode mit der in der erwaéhnten Abhandlung angegebenen Anordnung. 
Zu 10 cem des entsprechend verdiinnten Gewebeauszuges wurden 10 ccm 
einer 1% igen Wasserstoffsuperoxydlésung, welche aus reinem Perhydrol 
durch Zusatz von m/150 Phosphatpuffer vom pq 6,81 hergestellt worden 


1 Lina Stern u. Fr. Battelli, Methodik der Fermente (Oppenheimer- 
Pincussen) 8. 1378, 1929. 
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war, gefiigt und unter dauerndem Schiitteln bei Zimmertemperatur 
nach 5 Minuten die Gasentwicklung abgelesen und das Volumen in iiblicher 
Weise auf 0° und 760 mm reduziert. In den nachfolgenden Tabellen sind 
die so berechneten Werte fiir 1 cem Blut bzw. 1 g feuchtes Organ angegeben. 


Tabelle I. 
Unbestrahlte Kontrolltiere. 





cem trockener O2 bei 760mm und 0° in 








Nr. lcem Blut 1 g Leber 1g Milz 1g Herz 


8 1284 7208 429 178 
9 1370 6640 662 176 
10 1432 9192 610 207 
11 6918 652 178 
12 1620 5687 | 678 150 


Mittel: | 1427 | 7129 606 178 


Diese an fiinf Tieren gewonnenen Werte liegen so, daB ihr Durch- 
schnitt als Vergleichswert durchaus geeignet ist. So liegen von den 
vier Blutwerten drei weniger als 10°, vom Mittelwert, der vierte um 
13°%.. Bei den Milzwerten liegen vier von fiinf, bei den Zahlen von 
Herz und Leber drei von fiinf innerhalb dieser Grenze, wahrend einzelne 
etwas weiter abweichen. Solche Abweichungen werden auch bei den 
bestrahlten Tieren gelegentlich zu beobachten sein, sie bleiben aber 
auch bei groBen Serien erfahrungsgema8 nicht aus, so daB auch unsere 
verhaltnismaBig kleinen Zahlen ein zutreffendes Bild der Verhaltnisse 
geben diirften. 


Die folgenden Tabellen geben die Versuche bei bestrahlten Tieren. 
In Tabelle II sind die mit der Quarzlampe wahrend 30 Minuten be- 
strahlten Ratten zusammengestellt. 


Tabelle II. 





sical ecm trockener O, bei 760 mm und 0° in 
fetotet nach a 
Minuten 1 cem Blut 1g Leber lg Milz 1g Herz 





0 1498 4970 828 
1570 5128 663 


1470 5573 666 
4085 


3803 
5625 
8075 
5112 
5680 


Mittel: 5659 
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Wenn auch einzelne Werte etwas herausfallen, ist doch eine Beein- 
flussung nicht zu verkennen, besonders deutlich bei der Leber, wo 
die Werte in allen Fallen unter denen der normalen Tiere liegen. Ein 
umgekehrter Gang zeigt sich bei der Milz, wahrend die Katalasewerte 
im Herzen im Durchschnitt von denen der Kontrolltiere kaum ver- 
schieden sind. 


Tabelle III gibt die Zahlen, welche bei den mit der Quarzlampe 
wahrend 60 Minuten bestrahlten Tieren erhalten wurden. Sie zeigen, 
wie sich aus der Tabelle ergibt, fiir Leber und Blut grundsatzlich eben- 
falls sinkende Tendenz, die bei den 60 Minuten nach Bestrahlung 
getéteten Tieren durch eine leichte Steigerung abgelést wird. 


Tabelle III. 





ecm trockener O, bei 760 mm und 0° in 


Ratte Getitet nach _ Ath ae J sas Ba we ea 
Nr. Minuten 1 cem Blut 1 g Leber 1g Milz 1g Herz 
29 0 1657 5610 638 145 
37 0 1491 6335 581 
35 39 1207 4535 849 
36 30 912 5545 634 - 
19 60 1361 2712 690 176 
20 60 — 5895 919 195 
21 60 1599 6170 572 147 
22 ron 1413 6415 479 172 
Mittel: 60 1454 5173 665 172 


Tabelle IV enthalt die Ergebnisse an 90 Minuten lang bestrahlten Ratten. 








Tabelle IV. 
Ratte Getotet iain i “ecm trockener 0» bei 760 mm und 0° in 
Nr. Minuten teem Blut 1gLeber | 1g Milz | 1g Herz 
28 0 1148 5345 499 147 
38 0 1232 3793 662 a 
39 30 1129 | 5320 789 _ 
40 -_ 30 | : 1234 3860 585 — 
25 60 1917 8188 754 152 
26 60 1629 6495 621 187 
a 6| =— oS} 809 6630 725 133 
Mittel: 60 1648 7104 700 157 


Endlich gibt die letzte Tabelle V die Werte der Tiere, welche 
120 Minuten in 30cm Entfernung mit der Natriumdampflampe be- 
strahlt wurden. Hier wurde sofort nach der Bestrahlung getoétet. 


Es ergab sich folgendes: 


F. Tanino: 


Tabelle V. 





eem trockener O, bei 760mm und 0° in 
Ratte = ot ney 
Nr. 1 cem Blut 1g Leber 1g Milz lg Herz 





31 1305 5358 762 151 
32 1624 6349 589 196 
33 1534 6175 791 142 


Mittel: 1488 5958 714 163 


Eine Kritik der vorstehenden Tabellen ergibt, daB trotz indivi- 
dueller Schwankungen, die zum Teil nicht unbetrachtlich sind, die 
Tendenz der Veranderung durchaus klar ist. Das trifft vor allen Dingen 
fiir die Leber zu, wo sich bei jeder Art der Bestrahlung zunachst eine 
deutliche Senkung der Katalasemenge gegeniiber dem an unbehandelten 
Tieren gewonnenen Normalwert zeigt. Diese Senkung, welche bei 
sofortiger Tétung sehr deutlich ist, geht nach 30 Minuten entwede: 
noch etwas tiefer, kann aber auch ungefahr auf dem gleichen Niveau 
bleiben. 60 Minuten nach der Bestrahlung tritt wieder eine Erhéhung 
der Katalasemenge auf, welche beim 90 Minuten behandelten Tiere 
wieder den Wert bei der unbehandelten Ratte erreicht. Im Blute sind 
die Verainderungen weniger ausgepragt und auch etwas andere. Wir 
finden bei den 30 und 60 Minuten bestrahlten Ratten zuniachst leichte 
Erhéhung, dann Senkung, schlieBlich wieder Erhéhung, wahrend bei 
dem 90-Minuten-Tier die Senkung schon sofort nach der Tétung deutlich 
ist. Bei der Milz ist eine Senkung nicht oder fast nicht nachweisbar: es 
kommt sofort, zunachst wenigstens, zu einer Erhéhung: bei der langsten 
Bestrahlung erfolgt Erhéhung erst etwas spater. Fiir das Herz lassen 
sich aus den gewonnenen Resultaten keine sicheren Ergebnisse ablesen: 
vielleicht tritt zuerst leichte Senkung, spaiter wieder Erhéhung auf. 
In nachfolgender Kurveniibersicht sind die Verhaltnisse graphisc! 
dargestellt: diese Kurven diirften die Veranderungen besonders gut 
sichtbar machen. Die Zahlen der Abszisse geben an, nach welcher 
Zeit von beendeter Bestrahlung ab die Tiere getétet wurden. K be- 
deutet die unbestrahlten Kontrollen. 


Wie schon anfangs gesagt wurde, soll eine Verbindung der Befunce 
mit einer Theorie der Katalase vorliufig zuriickgestellt werden, bis 
weitere Versuche itiber andere Vorgange in den Organen unter Be- 
lichtung, welche vielleicht mit der Katalase in Verbindung gebraclhit 
werden kénnen, beendet sind. Solche Versuche sind zurzeit im Institut 
im Gange. Will man die Theorie gelten lassen, nach der die Katalase 
keine andere Funktion hat, als iiberfliissiges Wasserstoffsuperoxyi 
unschadlich zu machen, und daB ihr Auftreten davon abhangig ist, 
wieviel iiberfliissiges H,O, zu zerstéren ist, so gibt es eigentlich nur 
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zwei Méglichkeiten, welche, um das am starksten reagierende Organ 
herauszugreifen, die Veranderung der Katalasemenge in der Leber 
erklaren. Entweder wird Wasserstoffsuperoxyd ohne und bei Be- 
strahlung des Tieres in gleicher Menge gebildet, dann miibten, bei 
Verminderung der Katalasemenge, die Oxydationsprozesse in der 
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Abb. 1 


Leber gesteigert sein, indem eine gréBere Menge des gebildeten H,O, 
fiir die Oxydationen verbraucht wird, oder aber es wiirde unter Be- 
strahlung iiberhaupt weniger Wasserstoffsuperoxyd gebildet, und die 
Katalasemenge kann aus dem Grunde geringer sein, weil weniger H,O, 
zu zerstéren ist. Zwischen diesen beiden diametral entgegengesetzten 
Mechanismen wird eine Entscheidung getroffen werden miissen. 








Methodische Mitteilungen. XVI. 


Von 


Ludwig Pincussen. 


Uber die Bestimmung des Cholins in verdiinnten Lésungen. 


Von 
E. von Heyden. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stédtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 4, Marz 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Mitteilung aus dem Institut hat Roman}, gestiitzt 
auf alte Versuche von Stanek die Bestimmung des Cholin in kleinen 
Mengen bis zu Bruchteilen eines Milligramms durchfiihren kénnen, und 
Oya* hat in den Versuchen iiber Lecithase die Methode fiir biologische 
Probleme angewandt. Diese Methode erlaubt zwar ziemlich geringe 
Mengen Cholin nachzuweisen, sie ist aber infolge der sehr komplizierten 
Léslichkeitsverhaltnisse des Cholin-Enneajodids gegeniiber dem als 
Fallungsmittel benutzten Jod unterhalb gewisser Verdiinnungen nicht 
anwendbar. Schon friiher hatten wir versucht, die Bestimmung dadurch 
zu erméglichen, daB wir die Cholinlésungen so weit einengten, daB die 
Konzentration hoch genug war, eine Bestimmung zu ermdglichen. 
Auch bei vorsichtigstem Einengen gehen jedoch erhebliche und un- 
kontrollierbare Mengen von Cholin zu Verlust. Versuche, die Einengung 
im Vakuum oder im Hochvakuum vorzunehmen, fiihrten jetzt, wie ja 
eigentlich zu erwarten war, zu keinem giinstigeren Ergebnis. 


Will man die Cholinbestimmung in stark verdiinnten Lésungen 
ausfiihren, so gibt es danach eigentlich keine andere Méglichkeit, als 
ein Reagens anzuwenden, welches bereits in solchen Verdiinnungen eine 
brauchbare Fallung gibt. Wir iiberzeugten uns bald, daB dies nicht 


1 W. Roman, diese Zeitschr. 219, 218, 1930. 
2 T. Oya, ebendaselbst 215, 366, 1929. 
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méglich ist. Wir schlugen nun einen ganz anderen Weg ein. Wir dachten, 
daB, wenn man ein geeignetes Basenreagens verwendet, das zwar in ver- 
diinnten Lésungen noch keine Fallung gibt, in solechen das Cholin aber 
schon fest bindet, es méglich sein miiBte, beim Eindampfen einer solchen 
Lésung den Komplex zum Ausfallen zu bringen und nun aus dem 
Niederschlag das Cholin zu bestimmen. Es muBte natiirlich eine solche 
Verbindung sein, die beim Abdampfen kein Cholin freigibt. 

Die ersten Versuche in dieser Hinsicht bezweckten, eine Reagens 
anzuwenden, das sofort die schlieBliche Bestimmung des Cholins ohne 
weitere Umsetzungen erméglichte. Sublimat soll in einer Verdiinnung 
von ungeféhr 1: 1000000, angeblich sogar in noch gréBerer Ver- 
diinnung, einen Niederschlag mit einer Cholinlésung geben. Wir konnten 
uns tiberzeugen, daB diese Angabe nicht richtig ist, dali vielmehr ein 
Ausfallen der Cholin- Quecksilberverbindung erst bei einer Konzen- 
tration von einem Teil Cholin auf 200000 Teile Alkohol erfolgt. Immer- 
hin ware eine solche Reaktion verwendbar gewesen, da bei ent 
sprechendem Einengen die Cholin- Quecksilberverbindung ausfiel und 
man nunmehr die Auswertung hatte vornehmen kénnen. Wir dachten 
das tiberschiissige Sublimat durch Auswaschen zu entfernen und in dem 
Riickstand von Cholin- Quecksilber die Bestimmung so vorzunehmen, 
daB wir den ganzen Komplex veraschten, durch Anséuern zersetzten, 
das Quecksilber als Sulfid kolorimetrisch bestimmten und daraus das 
gekuppelte Cholin berechneten. Die Ausfiihrung dieses Planes, der in 
verhaltnismaBig einfacher Weise unter Anwendung der unten be- 
schriebenen Apparatur die Erfassung sehr kleiner Mengen Cholin er- 
laubt hatte, scheiterte daran, daB die Auswaschung des tiberschiissigen 
‘illungsmittels nicht gelang. 

Es mége eine kurze technische Bemerkung eingefiigt werden. Fiir 
die Fallung des Cholins war eine alkoholische, wasserfreie Sublimatlésung 
erforderlich. Nach der meist befolgten Vorschrift (z. B. Houben-Weyl) 
erfolgt die Herstellung von absolutem Alkohol dadurch, da8 man zu hoch- 
prozentigem Alkohol ausgegliihtes, wasserfreies Kupfersulfat gibt, welches 
das gesamte Wasser als Kristallwasser an sich zieht. Diese Methode ist 
fiir viele Zwecke unbrauchbar, weil geringe Mengen von Kupfersulfat 
(50 y CuSO, in 100 cem) hierbei in Lésung gehen, wodurch bei chemischen 
Reaktionen natiirlich alle méglichen Komplikationen eintreten kénnen. 

Wir hatten schon bei den Sublimatversuchen eine Vakuumapparatur 
angewandt, wie sie in Abb. 1 dargestellt ist. Bei dieser Anordnung 
dient als VerdampfungsgefaB nicht ein Kolben, sondern ein Zentrifugen- 
glas, welches mittels eines Schliffes an den Kolbenbals angesetzt ist. 
Diese Anordnung ermdglicht, daB man im selben GefaiB einengen, 
fallen und durch Zentrifugieren auswaschen kann. SchlieBlich kann 
man auch im gleichen Glas die Titrationen, sogar Veraschungen vor- 
nehmen. Diese Apparatur ist also fiir viele Untersuchungen geeignet 
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und kann auch fortlaufend verwendet werden, wenn man eine Reihe 


von Zentrifugenglaisern, welche auf denselben Schliff passen, zur Ver- 
fiigung hat. Es bedarf keines Hinweises, daB durch Anstellung de: 
verschiedenen Reaktionen im gleichen GefaB die Fehler sehr erheblich 
vermindert werden. Sehr zweckmaBig schlieBt man, besonders wenn 
es sich um sehr empfindliche Stoffe handelt, den Apparat an eine Hoch- 
vakuumpumpe an und kiihIt die Vorlage mit Eis. 





700ccm 














\ 
\ Vakuumn- 
Duimpe \/ 


Abb. 1. 


Die Handhabung der Apparatur erfolgt sonst in bekannter Weise; hat 
man geringe Fliissigkeitsmengen, wie 4 bis 5cem, so kann man sie sofort 
in das angeschliffene Zentrifugenglas einfiillen und abdampfen; hat man 
groBe Mengen, so 148t man durch den Trichter von Zeit zu Zeit neue 
Lésung in das Zentrifugenglas einlaufen. 

Nachdem sich herausgestellt hatte, daB mit der Sublimatfallung 
keine einwandfreien Ergebnisse erzielt werden konnten und auch andere 
‘allungsreagenzien nicht geeignet erschienen, versuchten wir einen 
Umweg. Wir versetzten die Cholinlésung mit einem in der entsprechenden 
Verdiinnung zwar nicht fallenden, aber das Cholin bindenden Reagens, 
so daB zunachst ein Eindampfen ohne Verlust méglich war. Dies ge- 
lang durch Zusatz von Goldchlorid. Die Goldcholinverbindung fiallt 
zwar erst bei einer Konzentration von etwa 10 y in 1 ccm Lésung aus, 
sie ist aber auch in Lésung so fest, daB es gelingt, sie ohne jeden 
Verlust von Cholin im Vakuum weitgehend einzuengen. Es entsteht 
sodann ein Niederschlag, aus welchem das iiberfliissige Goldchlorid 
durch eiskaltes Wasser ausgewaschen werden kann. Die iibrigbleibende 
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Verbindung gibt nach der friiher ausgearbeiteten Jodmethode einen 
Niederschlag von Cholin-Enneajodid, von dem das gleichfalls gebildete 
Goldjodid durch Waschen abgetrennt werden kann. SchlieBlich wird 
das Jod der Cholinverbindung in der friiher mitgeteilten Weise titri- 
metrisch bestimmt und daraus der Cholingehalt berechnet. Samtliche 
Reaktionen vom Eindampfen bis zur Titration werden im gleichen 
GefaB ausgefihrt. 
Die Bestimmung des Cholins geschieht folgendermaBen. 


Zu der Cholinlésung es wurden z. B., wie auch aus den Belegen zu 
ersehen ist, 35cem mit einem Gesamtgehalt von 20 y Cholin, d.h. also 
35 cem einer 0,06 mg-°, enthaltenden Cholinlésung angewandt wird 
1°,ige Lésung von Goldchlorid im Uberschu8 zugefiigt. Im allgemeinen 
verwendet man bei der genannten GréB8enordnung 2 bis 3 Tropfen dieser 
Lésung, die im Tropfen 0,5 mg Goldchlorid enthalt. Die theoretisch be- 
rechnete Menge ist erheblich geringer: sie betragt fiir 1 mg Cholin 2,54 mg 
Goldchlorid: | Tropfen = 0,05 cem der Goldchloridlésung geniigt theoretisch 
fiir 200 y Cholin. Die Lésung wird nunmehr in dem in Abb. | skizzierten 
Apparat eingedampft, indem man durch den Tropftrichter in das Zentri- 
fugenglas von Zeit zu Zeit Lésung nachflieBen l4Bt. Man tut gut, um Uber- 
spritzen zu vermeiden, das Zentrifugenglas stets nur weniger als bis 
zur Halfte der Héhe zu fiillen. Man dampft nun bei der Temperatur des 
Wasserbads von 25 bis héchstens 30° und einem Vakuum von 2 bis 5mm 
ein, bis die sémtliche Fliissigkeit im Zentrifugenglas fast zur Trockne 
eingeengt ist. Vorher war der Tropftrichter mit etwas destilliertem Wasser 
ausgespiilt und auch diese Fliissigkeit mit verdampft worden. Das Vakuum 
wird dann unterbrochen, das Zentrifugenglas vorsichtig vom Schliff gelést und 
die Wande mit einigen Tropfen destilliertem, mit HCl angeséuertem Wasser 
abgewaschen. Zum Riickstand im Zentrifugenglas, der nur wenig mehr als 
1 cem betragen darf, werden 0,3 cem Jodjodkalilésung nach der Vorschrift 
von Roman zugefiigt. Man lat einige Stunden stehen, zentrifugiert scharf 
ab und entfernt die iiberstehende Jodlésung. Der Niederschlag wird sodann 
mit Wasser von — 1° in geringen Mengen wiederholt ausgewaschen, wobei 
gleichzeitig das iiberschiissige Goldchlorid in Lésung geht. Das gebildete 
Goldjodid ging schon in dera beigegebenen Jodkali in Lésung. Im tbrigen 
werden die in der bereits erwahnten Arbeit gegebenen VerhaltungsmaBregeln 
genau befolgt. Nach der dort gegebenen Vorschrift wird der Niederschlag 
in Chloroform gelést und mit Thiosulfat titriert. 


Uber die Genauigkeit der Methode unterrichten folgende Versuche. 


Eingewogen 34 y Cholin, gelést in 55 cem Wasser, gefunden a) 35,7 y, b) 40 y 


7 20 y = os ee o ” 17,9 y 
* 28 y - i ee ws - 26,1 y 
” 91 y 99 no oe ED » 99 ” 87 y 


Der Fehler liegt in einem Falle etwas héher als 10%, im tibrigen 
betragt er nicht mehr als 6 bis 7°; es ist vielleicht méglich, die Fehler- 
grenze noch weiter herabzudriicken. 


Die hier geschilderte Methode ist natiirlich nicht nur fiir Cholin 
anwendbar. Sie eignet sich grundsatzlich fiir die Bestimmung von 
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solchen Substanzen in sehr diinnen Lésungen, welche ohne weiteres 
nicht so weit eingeengt werden kénnen, daB sie mit Hilfe einer Fallungs. 
reaktion zu bestimmen sind. Dariiber hinaus scheint uns die Aus- 
fiihrung der ganzen erforderlichen Reaktionen bis zur Endtitration 
im gleichen GefaB, ein Verfahren, welches von dem einen von uns auch 
fiir andere Bestimmungen angewandt wurde, geeignet zu sein, die 
Arbeit erheblich zu vereinfachen und die durch wiéderholtes Umspilen 
unvermeidbaren Fehler auszuschalten. So soll die hier geschilderte 
Methodik nur ein Beispiel einer auch fiir andere Zwecke anwendbaren 
Arbeitsweise bieten. Noch einfacher ware natiirlich das von uns zuerst 
versuchte Verfahren gewesen, die erste Reaktion direkt zur Bestimmung 
anzuwenden. Wenn es in diesem Falle nicht gelang, so wird es in 
anderen sicherlich méglich sein. 
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Die Katalasewirkung der Thrombocyten. 
Von 
Karl Iglauer und Stefanie Weber. 


(Aus der I. Medizinischen Klinik der Kgl.-ung. Pazmany Péter Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 4. Marz 1951.) 


Die Katalasewirkung des Blutes ist an die darin befindlichen 
Formelemente gebunden. 

Den gr6Bten Anteil im Zustandekommen der Katalasewirkung des Voll- 
blutes haben infolge ihrer groBen Anzahl die roten Blutkérperehen. Der 
Katalasegehalt der weiBen Blutkérperchen ist ebenfalls seit langer Zeit 
bekannt, und einer von uns [Jglauer (1)] hat eine Methode zur quantitativen 
Katalasebestimmung an isolierten weiSen Blutkérperchen ausgearbeitet. 
Durch Untersuchungen der isolierten Leucocyten Leukaimiekranker konnte 
Iglauer (2) feststellen, daB nur die oxydasepositiven, granulierten, wei8en 
Blutkérperchen myeloischer Abstammung eine meBbare Katalasewirkung 
entfalten und daB dieselbe mit gréBter Wahrscheinlichkeit an die myeloide 
Granulation gebunden ist. 


Uber die Katalasewirkung der Thrombocyten konnten wir in der 
Literatur keine Angaben finden. Nach den Untersuchungen von 
Neumann (3) an der isolierten Granulasubstanz der eosinophilen Leuco- 
cyten besteht zwischen deren Oxydate- und Katalasegehalt ein enger 
Zusammenhang. Die erwahnten Untersuchungen von Iglauer (2) 
konnten den engen Parallelismus zwischen Oxydase- und Katalase- 
gehalt der Leucocyten bestatigen. In Anbetracht der myeloischen 
Genese und des Oxydasegehalts der Thrombocyten war es also von 
vornherein wahrscheinlich, daBb dieselben neben der Oxydase auch 
eine Katalase enthalten. 


Die zu den Versuchen bendétigten reinen Thrombocytensuspensionen 
wurden nach dem Verfahren gewonnen, welches Czoniczer und Weber (4) 
in ihrer Arbeit iiber die Retraktilitat des Plasmas beschrieben haben. 
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20cem Venenblut wurden in 0,2cem 20% ige Natriumcitratlésung 
enthaltende Zentrifugierrdhrchen aufgefangen und bei etwa 3000 Um- 
drehungen 5 Minuten lang zentrifugiert. Die Erythrocyten und Leuco- 
cyten sind nach dieser Zeit vollstaéndig sedimentiert, und die Blut 

plattchen schweben in dem iiberstehenden Plasma. Der Thrombocyten- 
gehalt dieses Plasmas wurde folgenderweise bestimmt: Die zur Leuco 

cytenzahlung dienende Mischpipette wurde bis Marke 1 mit dem Plasma, 
bis Marke 11 mit einer halbgesattigten alkoholischen Brillantkresylblau- 
lésung vollgesaugt und die Zahlung in der Biirkerschen Kammer bei 
VergréBerung Zeiss Okular 1V, Objektiv 40, derart ausgefiihrt, daB die 
als schwach blau gefarbte, leuchtende, punktartige Gebilde erschei- 
nenden Thrombocyten in den kleinsten Quadraten der Kammer aus- 
gezihlt wurden. Von dem derart vorbereiteten Plasma wurden je 
nach ermittelter Thrombocytenzahl 1 bis 4ccm in 50 ccm fassende 
Zentrifugierréhrchen pipettiert und nach Zufiigung von 20 bis 30 ccm 
isotonischer Natriumcitratlésung bei et wa 4500 Umdrehungen 45 Minuten 
zentrifugiert. Die Verdiinnung mit Citratlésung wurde vorgenommen, 
da nach unseren Erfahrungen sich die Thrombocyten in dem derart 
verdiinnten Plasma, offenbar infolge der Verminderung der Viskositit 
und des spezifischen Gewichts der Flissigkeit, rascher und vollstaindiger 
sedimentieren. Nach 45 Minuten ist die iiberstehende Fliissigkeit klar 
und thrombocytenfrei, und am Boden des Réhrchens befindet sich ein 
diinner, grauweiBer Bodensatz, der auber Thrombocyten keine Form- 
elemente enthalt, wie wir uns in gefarbten Ausstrichen dieses Sediments 
wiederholt tiberzeugen konnten. 

Zu den Versuchen benétigten wir méglichst homogene Suspensionen. 
Anfanglich versuchten wir eine solche herzustellen, indem wir das 
Sediment mit einigen Kubikzentimetern isotonischer Citratlésung 
schittelten. Bei dieser Behandlungsweise klumpten jedoch die Thrombo- 
cyten zu groben Flocken zusammen und waren zu unseren Versuchen 
nicht brauchbar. Die Herstellung homogener Suspensionen gelang uns 
ohne Schwierigkeit, wenn wir die tiber dem Sediment stehende Fliissig- 
keit vollstandig abgossen. Durch leichtes Schiitteln des Zentrifugier- 
rohrehens konnten die Thrombocyten in dem durch das Sediment 
festgehaltenen Fliissigkeitsrest allmahlich zu einem dickfliissigen Brei 
gebracht werden, der sowohl mit physiologischer Kochsalzlésung, wie 
auch mit dem in unseren Versuchen verwendeten Phosphatpuffer- 
gemisch gut verdiinnt werden konnte, ohne daB es zu einer merklichen 
Agglutination der Blutplattchen kam. 

Mit einem Tropfen dieser Thrombocytensuspension fiihrten wi! 
die Oxydasereaktion nach der Methodik von Gierke aus und konnten 
in den Thrombocyten die feinsten, blaugefarbten Kérnchen gut nacl 
weisen, wie dies Katsunuma (5) beschrieben hat. 
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Zur Bestimmung der Katalasewirkung benutzten wir die gleiche 
Methode, die Jglawer (1) zur Bestimmung der Katalasewirkung der 
weiBen Blutkérperchen ausgearbeitet hatte. Da die Methodik und die 
Bewertung der damit gewonnenen Resultate in erwahnter Arbeit aus- 
fihrlich behandelt sind, méchten wir hier nur deren Prinzip erwahnen. 
Die Peroxydasespaltung wurde in einer m/150 Phosphatpufferlésung 
von px 6,5 gemessen. Unmittelbar vor den Versuchen wurde die Puffer- 
lisung mit 30 Vol.-°,iger H,O,-Lésung auf einen Peroxydasegehalt 
von etwa n/10 gebracht. Der nach der oben beschriebenen Weise ge- 
wonnene Thrombocytenbrei, dessen Thrombocytengehalt aus der 
Thrombocytenzah] des Plasmas und aus der verarbeiteten Plasmamenge 
berechnet werden konnte, wurde mit dieser peroxydhaltigen Puffer- 
lésung auf 50ccem verdiinnt. Zur Vermeidung von Thrombocyten- 
verlusten wurden die Versuche ohne Umschiitten der Suspension in 
den Zentrifugierréhren selbst ausgefiihrt. Zur Messung der durch die 
Thrombocyten gespaltenen Peroxydmenge wurden unmittelbar nach 
Zugabe der peroxydhaltigen Pufferl6sung und dann in Intervallen 
von 10 Minuten aus dem Inhalt des Réhrchens je 5ccm_heraus- 
pipettiert, mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und mit n/50 
Kaliumpermanganatlésung titriert. Auf diese Weise wurde die am 
Anfang anwesende Peroxydmenge und deren Abnahme wahrend des 
Versuchs festgestellt. 


Zur zahlenmaBigen Erfassung der Katalasewirkung (Kw.) wurde, 
wie bei den Leucocyten, die durch 1 Million Thrombocyten in 30 Minuten 
gespaltene Peroxydmenge in Milligrammen benutzt. 


Die Versuche wurden gewéhnlich bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. 
In einem Teil der Falle wurden Parallelversuche bei 0° angestellt. Bei 
letzteren Versuchen wurden die Reagenzien vorher im Eisschrank abgekiihlt 
und die Réhren wahrend des Versuchs in Eis gestellt. Durch Erhitzen 
inaktivierte Suspensionen zeigten keine peroxydspaltende Wirkung. 

Zur Demonstration des Verlaufs der Spaltung seien folgende Beispiele 
angefiihrt: 


Versuch 1. 312 Millionen Thrombocyten. 





Zeit: 0’ 10’ | 20’ 30’ 40' 50’ 60" 70’ | 80’ 90' 
Bei Zimmertemperatur. 

KMn0, |27,5! 25,3 | 24,6 23,9 | 23,5 | 23,3 | 23,8 | 23,3 | 23,1 | 23,0 

HO, .i—/|22 | 2 |8 |40 | 42 | 42 | 42 | 44 | 4 

' 0,0 


meee a _ 024 0,031 0,039 | 0,043 0,045 0,045 0,045 | 0,047 | 0,049 
Bei (0°. 

K MnO, ||30,0; 27,8 | 26,0 | 25,0 | 23,9 | 23,1 | 22,1 | 21,1 19,8 | 18,9 

H,O., . — 22 40 50 61 69 79 89 102 111 

ae... — 0,024 0,043 0,054 | 0,066 0,075 | 0,086 0,097 | 0,113 0,121 
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Versuch 2. 654 Millionen Thrombocyten. 





Zeit : 0’ 10’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60’ 70’ 80’ 90 


Bei Zimmertemperatur. 
K MnO, ||/26,3| 21,2 | 20,1 | 193; 19,2 189; 18,7] 186; 186); 184 


H,O, . | — | 8 | 62 {120 |171 |174 |176 |177 |177 | 179 
Kw.. . | — | 0,028 0,032 | 0,062 0,088 0,090 0,091 | 0,092 0,092 0,093 
Bei 0°. 

KMn0, |27,2| 24,3 | 21,8 | 20,7 | 191 | 17,8) 168) 160! 15,2) 145 
H,0, . | — | 29 | 54 | 6 | 81 | 94 (104 | 112 | 120 | 127 
Kw...  — 0,015 0,028 0,083 0,042 0,051 0,054 0,058 0,062 0,066 


Versuch 3. 920 Millionen Thrombocyten. 








Zeit: 0’ 10’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60° 70’ 80’ 90 


Bei Zimmertemperatur. 


KMn0, |28,0| 141; 93! 63!) 4,7) 35| 28! 21) 19 
H,0, . | — |139 187 | 287 | 2338 245 |252 259 |261 — 
Kw... | — 0,051 0,069 0,080 0,086 0,090 | 0,093 0,095 | 0,096 

Bei 0°. 
KMn0, (28,0) 23,6 | 19,0) 15,2) 126| 99) 88! 65) 43) - 
H,0, . | — | 34 | 90 123 | 154 |181 |192 215 |237 | — 
Kw... . | — 0,018 | 0,033 0,046 0,056 | 0,066 0,070 0,079 0,087. — 


In sémtlichen Tabellen bedeutet K MnO, die zur Titration der einzelnen, 
5cem betragenden Proben bendétigten Kubikzentimeter n/50 KMn0,- 
Lésung, H,O, die auf das ganze Reaktionsgemisch (50 cem) berechneten 
Kubikzentimeter der durch die Thrombocyten gespaltenen H,O,-Lésung 
(ebenfalls in n/50 ausgedriickt), Kw. die bis zu dem entsprechenden Zeit- 
punkt auf 1 Million Thrombocyten ausgerechnete zersetzte Peroxydmenge 
in Milligramm. 

Um die Abhangigkeit der Kw von der verwendeten Ferment- und 
Substratmenge zu klaren, stellten wir in einer Anzahl von Fallen Parallel- 
versuche mit verschiedenen Mengen der gleichen Thrombocytensuspension 
an. Diese Versuche wurden saémtlich bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. 


Versuch 4. Thrombocytengehalt des Plasmas: 346000 pro Kubikmillimeter. 





Zeit 0’ 10’ 20’ 30’ 40° 50’ 60’ 70’ 80’ 90 
4a. Sediment aus 1 cem Plasma = 346 Millionen Thrombocyten. 
K MnO, ||30,8! 24,5 | 22.4 | 21,7 206)! 202) 196 ' 194) 193)! 19,2 
H,O, . | — | 63 84 91 102 | 106 {112 (114 {115 | 116 
Kw.. . | — | 0,062 0,080 | 0,089 0,100 0,104 0,110 0,112 0,113 0,114 


4b. Sediment aus 2ccm Plasma = 692 Millionen Thrombocyten. 
K MnO, |30,8; 20,0! 17,3) 154 14,7) 140 13,7) 186! 136) 13,6 
H,O, . | — |108 {135 | 154 {161 |168 (171 (172 |172 | 172 
Kw... | — | 0,053 | 0,068 0,075 0,079 | 0,083 0,084 0,084 | 0,084 0,084 


4c. Sediment aus 4ccm Plasma = 1384 Millionen Thrombocyten. 
K MnO, | 30,8; 12,5 8,0 5.1 3,9 3,2 2,7 2,2 1,8 1,6 
H,0, . — | 188 228 257 269 276 281 286 290 | 292 
| aa — | 0,044 0,056 0,062 0,066 0,067 0,069 0,070 0,071. 0,071 
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Versuch 5. Thrombocytengehalt des Plasmas: 650000 pro Kubikmillimeter. 





Zeit 0’ 10’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60’ 70’ 80’ 


5a. Sediment aus 1 ccm Plasma = 650 Millionen Thrombocyten. 
KMnO,. .. || 25,3] 182! 142/ 182); 11,1 9,5 8,8 85/ 83 


H,O,....| — | 7 {4d | 121 | 142 | 188 | 165 | 168 | 170 
ae — 0,037 0,058 0,063 0,074 0,083 0,086 0,088 | 0,089 
5b. Sediment aus 2cem Plasma 1300 Millionen Thrombocyten. 
KMnO,. .. || 25,3) 13,0 7,3 4,7 2,6 1,2 1,2 1,0 1,1 
ia — (123 | 180 | 206 | 227 | 241 | 241 (243 | 242 
ere — 0,032 | 0,047 | 0,054 0,059 0,063 0,063 0,064 0,063 
5c. Sediment aus 4cem Plasma = 2600 Millionen Thrombocyten. 
a. ee ee ee ee te oe 
Se — 210 | 242 (251 | 251 — ~ — - 

NS en is og — | 0,027 | 0,081 | 0,082 | 0,082; — -- _ 


Die Peroxydspaltung selbst 1aBt sich mit hinreichender Genauigkeit 
bestimmen, wie dies aus folgendem Versuch hervorgeht, bei welchem wir 
die mit den gleichen Mengen der gleichen Suspension angestellten Parallel- 
versuche nebeneinander anfiihren. 


Versuch 6. Thrombocytengehalt des Plasmas: 344000 pro Kubikmillimeter. 





Zeit 0’ 10’ 20’ 30’ 0’ 10’ 20’ 30’ 


6a. Sediment aus 1 cem Plasma = 344 Millionen Thrombocyten. 


KMnO,...... || 24,2] 20,7! 18,7! 17,6] 242] 208/ 185) 17,4 
ts. a ee _ 35 55 66 — | 36 57 68 
mee SS — 0,034 0,054 0,065] — | 0,036 | 0,056 0,067 
6b. Sediment aus 2ccm Plasma = 688 Millionen Thrombocyten. 
KMnO,. ..... | 24,2 17,7| 140; 106] 242 | 17,5) 143! 126 
. . oe — 65 102 117 — 67 99 116 
| — | 0,032 0,050 0,058} — | 0,033 , 0,049 0,057 
6c. Sediment aus 3cem Plasma — 1032 Millionen Thrombocyten. 
2 24.2 144 10,6 8,7] 24,2 144 10,5 8,4 
OO SS — 98 136 | 155 — 98 § 137 158 
_ ae ae ne ee — | 0032 0,044) 0,051] — 0,032 0,045 0,052 





Die angefiihrten Beispiele zeigen, daB die Katalasewirkung bei 
Zimmertemperatur am Anfang des Versuchs am gréBten ist, allmahlich 
abnimmt und daB die Katalase nach 40 bis 50 Minuten sozusagen voll- 
standig inaktiviert ist. Demgegeniiber beginnt bei niedriger Temperatur 
die Peroxydspaltung bedeutend langsamer, verlauft jedoch viel gleich- 
maBiger. Eine Inaktivierung konnte selbst nach 90 Minuten nicht 
festgestellt werden. Der Verlauf der Katalasewirkung ist also mit 
jenem, den wir bei den Leucocyten beobachten konnten, vollstandig 
identisch. Versuch 6 beweist die Zuverlissigkeit der Bestimmung, 
indem bei den mit den gleichen Thrombocytenmengen angestellten 
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Parallelversuchen die Kw.-Werte beinahe genau _ iibereinstimmen 
Die Parallelversuche mit verschiedenen Thrombocytenmengen zeigen, 
daB bei gréBeren Fermentmengen die Katalasewirkung bereits zu Beginn 
des Versuchs und in dessen weiterem Verlauf immer starker zuriickbleibt. 
Der Grund dieser Erscheinung ist, wie bei den Leucocyten, offenbar 
in dem Umstand zu suchen, daB die Katalasewirkung rasch abnimmt, 
wenn die Spaltung 60 bis 70°, der vorgelegten Peroxydmenge iiber 
schreitet (siehe Versuche 4c und 5c). 


Als Vergleichswerte benutzten wir, wie bei den Leucocytenversuchen, 
auch hier die in 30 Minuten bei Zimmertemperatur zersetzte Peroxydmenge 
in Milligrammen ausgedriickt und fanden, daB dieser Wert fiir die Thrombo 
cyten verschiedener Versuchspersonen zwischen 0,018 bis 0,096 schwankte. 
Die individuellen Schwankungen sind also bedeutend gréBer als bei den 
Katalasewerten der Leucocyten, fiir welche Iglauer (1. ec.) Werte zwischen 
6 bis 12 mg gefunden hatte. Die Ursache dieser gréBeren Schwankungs 
breite ist offenbar in dem Umstand zu suchen, daB die GréBe der Thrombo- 
cyten innerhalb bedeutend weiterer Grenzen variiert als die der Leucocyten. 

lemm Vollblut spaltet nach Bach und Zubkowa (6) in 30 Minuten 
durchschnittlich 16mg H,O, in Wasser und Sauerstoff. Die Katalase- 
wirkung der in 1 cmm Blut enthaltenen Thrombocyten ist im Vergleich zu 
diesem Spaltungsvermégen so gering, daB selbst bei starksten Erhéhungen 
der Thrombocytenzahlen dadureh kein merkbarer EinfluB auf die Katalase 
zahl des Vollbluts entstehen kann. Bei der Bestimmung der Serum- bzw. 
Plasmakatalase miissen wir jedoch schon mit der peroxydspaltenden 
Fahigkeit der Thrombocyten rechnen. Nach Kurokawa (7) enthaélt das Serum 
bzw. das Plasma keine Katalase, wenn die Formelemente véllig unzerstért 
aus dem Blute entfernt werden. Die Katalase, die sich in dem auf gewéhn- 
liche Weise gewonnenen Plasma bzw. Serum findet, stammt nach ihm aus 
den durch den GewinnungsprozeB zerstérten Zellen. 


Nachdem wir mit unseren Versuchen eine peroxydspaltende 
Fahigkeit der Thrombocyten nachweisen konnten, glauben wir, dab 
die Katalasewirkung des Serums viel einfacher und wahrscheinlicher 
mit der Katalasewirkung der darin suspendierten Thrombocyten zu 
erklaren ist. 


Diese Annahme konnten wir durch folgenden Versuch bekraftigen: 


Citratblut wurde 5 Minuten bei etwa 3000 Umdrehungen zentrifugiert 
und das iiberstehende, leucocyten- und erythrocytenfreie Plasma abpipettiert. 
0,2 cem des derart gewonnenen Plasmas spalteten unter den oben geschil- 
derten Versuchsbedingungen 7,82 mg H,O,. Ein Teil des Plasmas wurde 
nun 45 Minuten bei 4500 Umdrehungen zentrifugiert. Nach diesem zweiten 
Zentrifugieren fanden wir, daB 0,2 cem desselben Plasmas nur 0,68 mg H,0O, 
zersetzten. Nach dem ersten Zentrifugieren enthielt das Plasma 650000 
Thrombocyten pro Kubikmillimeter, nach dem zweiten Zentrifugieren 
war es praktisch thrombocytenfrei. Der Unterschied zwischen den beiden 
Bestimmungen ist also jedenfalls den Thrombocyten zuzuschreiben, um so 
mehr, als der aus diesem Versuch berechnete Katalasewert (1 cem Plasma 
enthalt 650 Millionen Thrombocyten, 0,2cem also 130 Millionen; auf 
1 Million berechnet: Kw. 7,82/130 = 0,060) mit den Werten, die wir aus der 
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plasmafreien Thrombocytensuspension ermittelten, gut iibereinstimmte. 
Bei Plasmakatalasebestimmungen mu8 also der Katalasegehalt der Throm- 
boeyten in Betracht genommen werden und das Plasma solange zentrifugiert 
werden, bis die Thrombocyten vollstandig sedimentiert sind. 

Mit unseren Versuchen konnten wir also nachweisen, dal die 
Thrombocyten eine Katalase enthalten, deren Eigenschaften jenen 
der Leucocytenkatalase ahnlich sind. Wie wir oben erwahnten, steht 
die Katalasewirkung der Leucocyten in engem Zusammenhang mit 
der Anwesenheit oder dem Fehlen der myeloiden Granulation. Nach 
der heute von der Mehrzah] der Autoren anerkannten Wrightschen 
Auffassung stammen die Thrombocyten aus Plasmaabschniirungen 
der Megakaryocyten des Knochenmarkes. Die Granulation der Thrombo- 
cyten ware demnach mit jener der Megakaryocyten identisch. Es zeigt 
sich also auch hier ein Zusammentreffen von Katalasewirkung und 
Granulation, und die Annahme, daB die Katalasewirkung ebenso wie 
die Oxydasewirkung eine Funktion der Granula ist, hat durch unsere 
Untersuchungen an den isolierten Thrombocyten eine neue Stitze 
gefunden. 
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